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i-1. LA CADENA RESPIRATORIA

[-1.1. Cadena respiratoria

Los seres vivos obtienen la mayor parte de la energia necesaria para
el desarrollo de sus funciones vitales, oxidando los metabolitos derivados
de la degradacién de los principios inmediatos que componen su alimento.
La energia liberada a lo largo del proceso oxidativo debe ser transformada
en una forma facilmente utilizable, la contenida en las moléculas de ade-
nosin-trifosfato (ATP). :

La obtencién de la energia almacenada en los principios inmediatos
comienza con una serie de procesos degradativos, peculiares de cada uno
de ellos, que en general confluyen en un punto que actiia a modo de alma-
cén de metabolitos intermediarios capaces de ingresar en diversos meca-
nismos de la sintesis celular. A este lugar comin de confluencia se le co-
noce con el nombre de «ciclo de los dcidos tricarboxilicos», «ciclo del 4ci-
do citrico» o «ciclo de Krebs», cuyo funcionamiento convierte en CO.
todos los atomos de carbono participantes.

A lo largo de estas primeras etapas en que no se requiere oxigeno,
los principios inmediatos ceden sélo una pequefia parte de la‘energia que
almacenan. En condiciones aerébicas, es posible agotar mucho mas pro-
fundamente los sustratos. Un buen niimero de etapas consecutivas del ciclo
de Krebs son deshidrogenaciones catalizadas por enzimas especificas
(substrato-deshidrogenasas). Existen ademds otras deshidrogenasas es-
pecificas de sustratos que no participan en el ciclo de Krebs. Los dtomos
de hidrégeno separados de los substratos por las deshidrogenasas tienen
finalmente que reaccionar con el oxigeno molecular, pero si 16 hicieran
en una sola etapa el proceso seria ruinoso; para gue el aprovechamien-
to de energia sea Gptimo, la reaccién del hidrégeno con el oxigeno tiene
que transcurrir de una manera particularmente ordenada, a través de una
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serie de enzimas y aceptores de hidrégeno y electrones, a la que se ha de-
nominado «cadena respiratoria» o «cadena transportadora de electrones».

La energia liberada en ciertos puntos de la cadena se utiliza para fos-
forilizar el adenosin-difosfato (ADP) y transformarlo en adenosin-trifos-
fato (ATP); ‘a este proceso se le conoce con el nombre de fosforilizacién
oxidativa. Las preparaciones capaces de llevarlo a efecto se dice que se
hallan acopladas (fuertemente acopladas si el rendimiento del proceso
es miximo). Las preparaciones que piyeden llevar a efecto los procesos
oxidativos pero son incapaces de aprovechar del modo descrito la energia

"desprendida, se dice que se hallan desacopladas v a las drogas que liberan
el proceso oxidativo del fosforilizante, se las conoce con el nombre de
desacopladores.

El esclarecimiento del mecanismo por el que actia la cadena transpor-
tadora de electrones se ha visto grandemente facilitado por el descubri-
miento de ciertos corpisculos intraplasméticos que se conocen con el nom-
bre de mitocondrias.

El perfeccionamiento de las técnicas de preparacién de mitocondrias
(Hogeboom, Schneider y Palade, 1948), de las de microscopia electré-
nica en la década de 1950, la introduccién en el estudio de la respiracién
celular de sustancias inhibidoras como el CN, azida, CO, antimicina A,
BAL, 2-3 dimercaptopropanol, antimalaricos, é6xidos de 2-alquil-4-hidro-
xiquinoleina, amital, rotenona, oxaloacetato y malonato, han facilitado
en gran manera las investigaciones.

La puesta a punto de técnicas de investigaciéon espectroscépica de
las sustancias transportadoras de electrones en mitocondrias enteras,
iniciadas por Chance y colaboradores conjuntamente con las de aisla-
miento 'y reconstitucién realizados por investigadores como GREEN,
OKUNUKI, SINGER, SLATER y otros muchos, han permitido aclarar el fun-
cionamiento de la cadena transportadora de electrones y comprobar que
es la formacién de agua, que constituye la reaccién definitiva de los pro-
cesos degradativos de la célula, la que proporciona la energia necesaria para
la actividad celular.

El estudio del transporte de electrones que se inicié con el descubri-
miento de las deshidrogenasas por BATELLI y STERN, SCHARDINGER y
THUNBERG v el descubrimiento de los citocromos por KeiLin (1925), reci-
bi6 un impulso muv netable en la década de 1950-1960 merced al esfuerzo
conjunto de citélogos y bioquimicos, y se halla en la actualidad considera-
blemente aclarado.

La cadena transportadora de electrones

Las deshidrogenasas que actiian sobre los diversos metabolitos inter-
mediarios en el ciclo de KREBs y otros substratos, liberan atomos de hi-
drégene que son captados por determinados «aceptores de hidrégeno», ca-
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paces de sufrir oxidaciones y reducciones alternantes. Los dtomos de hidré-
geno captados por estos «aceptores de hidrégeno primarios», son trans-
feridos luego a otros compuestos de potencial redox mas electronegativo
oxiddndose en el proceso merced a la accién de enzimas especificos. El
nuevo aceptor sirve a su vez de sustrato de una nueva deshidrogenacién
catalizada por un nuevo enzima y los atomos de hidrégeno pasan por este
procedimiento de un «transportador de hidrégeno» a otro. Alcanzado un
punto determinado de la cadena, los 4tomos de hidrégeno dejan de «trans-
ferirse» como tales, es decir como el conjunto de un protén y un electrén;
lo que los transportadores «aceptan» y «donan» de aqui en adelante son
los electrones; los protones pasan al medio acuoso que les rodea, y en que
la vida se desenvuelve. El dltimo «transportador» de la serie transfiere
los electrones al oxigeno que queda asi reducido para formar agua con el
concurso de los protones tomados del medio.

Al conjunto constituido por las sustancias aceptoras y donadoras
de hidrégeno y electrones y los enzimas que catalizan el proceso es a lo
que se conoce con el nombre de «cadena respiratoria», o «cadena transpor-
tadora de electrones», que comienza a nivel de las deshidrogenasas substra-
to-especificas, y termina en el oxigeno molecular.

Los atomos de hidrégeno liberados por accién de las deshidrogena-
sas ingresan en la cadena respiratoria a tres niveles distintos: A nivel de
las flavoproteinas, del NAD y de la ubiquinona.

Aunque todavia existen ciertas dudas sobre el papel de alguno de los
componentes de la cadena transportadora de electrones y la secuencia
exacta de los mismos, el proceso, tal como en la actualidad se concibe dis-
curre asi en la mayor parte de los sistemas:
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Los 4tomos de hidrégeno procedentes de la degradacién de las grasas
son transportados a lo largo de diversas flavoproteinas (Fp) ingresando
en el tronco comin de la cadena a nivel de la ubiquinona o coenzima
Q (Q). Lo propio ocurre con el hidrégeno procedente del succinato y

-glicerofosfato. El mediador estd constituido por una flavoproteina es-
pecifica para cada uno de ellos.

Los 4tomos de hidrégeno procedentes del malato, glutamato y L-B-
hydroxiacyl-CoA ingresan a nivel del primer componente, el NAD, ac-
tuando como mediador, el NAD libre. Al mismo nivel ingresan en el
tronco comin de la cadena los 4tomos de hidrégeno procedentes del isoci-
trato y glutamato; su ingreso estd mediado por el NAD y el NADP.

Transportadores dobles y sencillos—Los atomos de hidrégeno in-
gresan de dos en dos en la cadena y pasan de este modo de unos aceptores
a otros merced a la accién de enzimas especificos. A partir de la ubiquinona
estos aceptores donadores son «transportadores dobles». Cada dtomo de
hidrégeno pierde su electrén y cada electrén es captado por una molécula
de citocromo (el mas electronegativo del sistema; en los mamiferos, cito-
cromo b) que lo transfiere al siguiente citocromo de la serie, (en los mami-
feros el citocromo c;).

Los electrones discurren después a lo largo de los restantes citocro-
mos (en los mamiferos, cit. ¢, a, y ag). El dltimo de la serie transfiere los
electrones con la ayuda de una citocromooxidasa (que a veces no puede
diferenciarse del propio citocromo) al oxigeno, que queda cargado negati-
vamente. El oxigeno asi cargado reacciona, como se ha dicho, con los pro-
tones del medio, dando lugar a la formacién de agua.

La energialibre de oxidacién que se produce a lo largo de estas reac-
ciones es aprovechada en tres puntos para la sintesis de ATP a partir de
ADP vy fésforo inorgénico, Pi, («fosforilizacién oxidativa»). Estos tres
puntos se hallan situados: 1) entre el NAD-ligado y las flavoproteinas.
2) entre el citocromo «b» y el «c», y 3) entre el citocromo «c» y el oxigeno.

La fosforilizacién oxidativa constituye sin lugar a dudas uno de los
mecanismos de mayor importancia en el metabolismo celular.

Las mitocondrias, sede de todo el complejo enzimético responsable
de la misma, han sido, por esta razén, calificadas por Claude, como las
«centrales energéticas» de la célula.

1.1.2.  Componentes de la cadena respiratoria.
Piridin-nucledtidos

Son los «aceptores primarios» de los hidrégenos procedentes de casi
todos los sustratos y constituyen por tanto, uno de los eslabones mas im-
portantes de la cadena respiratoria.
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Los piridin-nucleétidos (NAD y NADP) catalizan un gran niimero de
reacciones enziméticas del metabolismo celular.

Los primeros «piridin-nucleétidos» conocidos fueron descubiertos
por Harpen y Younc (1906), al advertir que la conversién
de la glucosa a etanol por los extractos libres de células preparados a par-
tir de células de levaduras, requerian la presencia de un factor dializable al
que le llamaron «cozymasa». En los eritrocitos de los mamiferos obser-
varon WARBURG y CHRISTIAN (1935), la presencia de un cofactor dializa-
ble necesario para la oxidacién aerébica de la glucosa-6-fosfato y sus es-
tudios permitieron conocer la estructura de estos compuestos.

El enzima estudiado por WARBURG y CHRISTIAN estaba compuesto
por un mol de adenina, un mol de nicotinamida, dos de pentosa (D-ribosa)
y tres de fésforo inorgénico; se trataba del trifosfopiridin-nuclestido,
TPN o NADP; la «cozimasa» de HARDERN y YOUNG constaba de monocu-
cleétido de nicotinamida y acido adenilico (DPN o NAD) (véase I).

0
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Al coenzima aislado por HARDEN y YoUNG se le denominé también Col
y al de WarBURG y CHRISTIAN, Coll. En la actualidad se usan casi exclu-
sivamente los nombres de NAD y NADP y mucho menos los de DPN vy
TPN, habiendo caido en desuso los términos Col y Coll. La tinica dife-
rencia estructural entre ambos compuestos es la presencia del radical
fosfato esterificado en el carbono 2 de la ribosa.

La molécula de nicotinamida constituye la parte prostética de la mo-
lécula enzimética y merced a los trabajos de PuLLMAN y colaboradores
(1954, a, b) se ha comprobado que la capacidad de oxidorreduccién de
este compuesto radica en el carbono 4 de su radical de nicotinamida, y se
efectia mediante una redistribucién de sus dobles enlaces. La incorpora-
cién de otro dtomo de hidrégeno en el carbono 4 del radical de nicotina-
mida puede verificarse en dos posiciones, A, y B. Se ha visto que las deshi-
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drogenasas NAD-dependientes son estereoespecificas (VENNESLAND y WES-
THEIMER, 1954). Los enzimas pueden ser A especificos o B especificos.
Sélo la lipoil-deshidrogenasa (diaforasa) transfiere el hidrégeno a cual-
quiera de las dos posiciones.

El NAD tiene una banda de absorcién a 260 milimicras, cuya inten-
sidad disminuye notablemente al reducirse, apareciendo en cambio en la
forma reducida una nueva banda de absorcién a 340 milimicras, que se
debe a la formacién de dihidro-nicotinamida. Este fenémeno es muy
utilizado para seguir espectrofotométricamente el curso de diversas reac-
ciones enzimdticas.

Se desconoce con certeza el verdadero mecanismo de la transferencia
de un 4tomo de hidrégeno a la molécula de nicotinamida, pero parece que
el fenémeno tiene lugar mediante la cesién directa de un ién «hidruro»
(niticleo del hidrégeno con dos electrones).

El estudio del mecanismo de accién de estos compuestos, se ha visto
facilitado por la preparacién de analogos del NAD sustituidos en el radi-
cal piridinico de la molécula (KapLAN, 1960; ANDERSON, 1959).

Flavoproteinas

En la cadena transportadora de electrones, los dtomos de hidrégeno
resultantes de las deshidrogenaciones de diversos sustratos, son captados
por el NAD libre y transferidos al NAD-ligado, que los cede a las flavo-
proteinas.

Las primeras investigaciones sobre las flavoproteinas se refieren al
descubrimiento de un pigmento resinoso, el «lactocromo», por BLYTH,
hacia 1879. En el primer tercio del presente siglo, se detectaron muchos
otros pigmentos amarillos de estructura semejante, entre ellos; el «liocro-
mo», la «lactoflavina» y la «ovoflavina». El conocimiento de su estructura
se debe a los trabajos efectuados por Kunn y col. (1935) y por KARRER
y col. (1935), que pusieron de manifiesto que la lactoflavina respondia a
la siguiente férmula:

HHlil
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WarBURG y CHRISTIAN (1932) demostraron la necesidad de tina sus-
tancia compuesta de una proteina y un pigmento amarillo (el «enzima
amarillo») para la oxidacién de la glucosa por el oxigeno atmosférico.
Pronto se demostré la naturaleza flavinica del pigmento; se creyé al prin-
cipio que se trataba de la riboflavina. THEORELL (1935) demostré que se
trataba de la riboflavina-5-fosfato (hoy llamado flavin-mononucleétido).

WARBURG y CHRISTIAN, en 1938, observaron que el enzima que catali-
zaba la oxidacién de los D-aminoéacidos en presencia de aire (la D-aminoa-
cidooxidasa) también era una flavoproteina pero que no contenia FMN.
La estructura del nuevo coenzima (Flavin-adenin-dinucleétido) fue esta-
blecida por Tobp y colaboradores en 1954 (CHRISTIE y col., 1954), y re-
sult6 ser la siguiente:
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Existen multitud de flavoproteinas de caracter enzimético que cum-
plen diversas funciones y que se hallan ampliamente distribuidas en la na-
turaleza. En la cadena respiratoria participan cierto nimero de ellas cuya
misién consiste en introducir 4tomos de hidrégeno a dos niveles distintos;
a nivel del NAD ligado a la cadena, y a nivel de las quinonas (en los ma-
miferos Q). ;

Los atomos de hidrégeno resultantes de la deshidrogenacién de los
acidos grasos ingresan a nivel de la quinona pasando previamente a través
de una cadena de flavoproteinas; los procedentes de la deshidrogenacién
del succinato en el ciclo de KrEBs ingresan directamente al mismo nivel
merced a la succinato deshidrogenasa, que es también una flavoproteina.
Una flavoproteina distinta media el ingreso de los hidrégenos proceden-
tes del a-glicesofosfato..Los 4tomos de hidrégeno procedentes de los de-
més substratos ingresan a nivel del NAD ligado, también merced a una fla-
voproteina, y su transferencia del NADH; a la ubiquinona, esti mediada
por otra flavoproteina. La reduccién de la flavoproteina por el substrato
correspondiente tiene lugar a nivel del anillo de la isoaloxazina y se produce
mediante adicién de electrones en dos etapas independientes con la forma-
cién intermediaria de una semiquinona (BEINERT, 1957), y va acompafiada
de la aparicién de sefiales de resonancia paramagnética, y bandas de ab-
sorci6n en la regién visible del espectro. (II).
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Quinonas

El estudio de la contribucién de las quinonas al transporte biolégico
de electrones se abre en la década de 1940 con los trabajos de WENDELL
(1946) y BaLL, ANFINSEN y CooPER (1947), relativos a la inhibicién de
la cadena respiratoria mitocondrial (pese a la incapacidad de recuperar
la actividad respiratoria inhibida mediante la adicién de vitamina K), y
en vista de que el punto de la inhibicién de sus anédlogos estaba situado
entre los citocromos «b» y «c», éste fue el lugar en que se supuso locali-
zada la funcién de la vitamina K (BALL y col., 1947).

Las naftoquinonas vy el transporte biolégico de electrones.

La hipétesis de la participacién de la vitamina K en la cadena trans-
portadora de electrones mitocondrial, fue retorzada por la demostracién
de la existencia de una filoquinona-reductasa en las mitocondrias (MaR-
TIUS, STRUFFE, 1954; MARTIUS y MARK, 1957) que mediaba el transporte
de electrones entre el NADH o NADPH vy la vitamina K; (filoquinona).
MarTius, (1954, 1959) llegé a proponer la participacién obligada de la vita-
mina K en el transporte de electrones mitocondrial, si bien basindose en
los datos relativos a la reduccién de la vit. K por los piridin-nucleétidos
reducidos, y la oxidacién del quinol correspondiente por los citocromos, y
modific6 la posicién inicialmente asignada a las naftoquinonas en la
cadena respiratoria localizdndola delante del citocromo b, entre éste y
una flavéproteina especifica (vit. K reductasa). La hipétesis de la partici-
pacién obligada se vio reforzada por algunos experimentos de extraccién
con disolventes orgénicos. DoNALDSON y colaboradores (1957) demostra-
ron la pérdida de la actividad piridin-nucleétidos-citocromo c-reductasa
mitocondrial por extraccién con isooctano y la recuperacién de la misma
mediante adicién de filoquinona.

La inespecificidad de la accién restauradora, compartida con otras
sustancias lipidicas como el fitol y el escualeno, y las diversas transforma-
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ciones que la extraccién con disolventes induce en las mitoc
taron pronto vigor a este refuerzo.

La participacién obligada de las naftoquinonas en el transporte de
electrones mitocondrial sufrié un duro golpe al demostrar SLATER (1958
a,b), que su reduccién por el NADH o el succinato era demasiado lenta
como para permitir su participacién obligada en la ruta principal del trans.
porte de electrones mitocondrial pero que si permitia, en cambio, suponer
que las naftoquinonas facilitaban la circunvalacién de una buena porcién
de la cadena respiratoria, de acuerdo con el siguiente esquema:

ondrias, res-

Menadiona = Menadiol

I
NADHémmdeeea £~ Cit. b

n ]
Succinato —— fp

2
L— Meiiadiona—=Menadiol

Este supuesto fue posteriormente confirmado por ERNsTER (1961) al
observar que la inhibicién por el amital de la actividad respiratoria, con
glutamato como substrato, podia superarse mediante la adicién de mena-
diona, y que la actividad glutamato-oxidasa original era insensible al di-
cumarol mientras que la inhibida por el amital y recuperada por adicién
de menadiona era sensible al dicumarol. La participacién de la vit. K
en la ruta principal del transporte de electrones mitocondrial queds asi
definitivamente excluida.

Ubiquinona

Las investigaciones sobre la participacién de la ubiquinona en el trans-
porte biolégico de electrones fueron varios afios posteriores a las relativas
a la participacién de la vitamina K, a consecuencia de su tardio aislamien-
to. Su descubrimiento fue simultédneo e independientemente realizado por
el equipo de MorToN (MoRTON y col., 1957) que propuso para ella el nom-
bre de «ubiquinona», y el de CraANE (CRANE y col. 1957) que le denominé
coenzima Q. Muy pronto se puso de manifiesto que se trataba de una impor-
tante familia de benzoquinonas liposolubles, ampliamente distribuidas
entre los seres vivos, que respondia a la siguiente estructura basica
(pag. 16). (WoLF y col., 1958), cuyos miembros poseian cadenas latera-

15—



H,CO CH; CH;
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les con una longitud que oscilaba entre 6 y 10 unidades de isopreno
(LESTER, CRANE y HATEFI, 1958) y a los que hoy se suele designar por el
simbolo Q con un subindice que indique el nimero de unidades de iso-
preno que componen su cadena lateral (Qs, Q7, Qs, Qg, Quo0)-

La amplitud de su distribucién, su concentracién en los tejidos muy
aerébicos y su distribucién intracelular, con una clara concentracién mi-
tocondrial en animales y vegetales, (HEMMING, PeEnNOCK ¥ MORTON,
1958; CraNE, 1959; LESTER y CRANE, 1959) indujeron pronto a pensar
que debia desempefiar un papel fisiol6gico importante.

La demostracién efectuada por LEsTER v FLEISCHER (1959), de que
la extraccién de las mitocondrias con acetona destruia sy capacidad de
oxidar el succinato, que esta capacidad se recuperaba mediante la adicién
de ubiquinona, y que la actividad recuperada era sensible a la antimicina,
hizo suponer su participacién en el transporte de electrones mitocondrial.

La actividad recuperada con la ubiquinona de cadena larga (Qyo por
ejemplo) es 100 % sensible a la antimicina. La recuperada con ubiquinona
de cadena corta, mas hidrosoluble, (Q» por ejemplo) sélo lo es en un 50 %
(AMBE y CRANE, 1960). .

En el mismo afio, HATEFI y colaboradores (1959), demostraron la
reduccién de la ubiquinona endégena en presencia de substrato y cianuro, y
que el cianuro inhibia la oxidacién de la forma reducida (QHz) endégena
y exégena. Observaciones similares, utilizando antimicina como inhibidor,
fueron hechas por GREEN y colaboradores (1959) y por PumpPHREY y RED-
FEARN (1959), demostrandose asi definitivamente que la ubiquinona puede
participar en la cadena respiratoria mitocondrial como transportador de
hidrégeno en virtud de su oxidacién-reducccién reversible.

El problema no estéd definitivamente saldado, ya que los experimen-
tos de pérdida de actividad con la extraccién y recuperacién de la misma
mediante adicién de UQ carecen de un valor definitivo, porque la extrac-
cién con disolventes poco polares produce diversas alteraciones en las mito-
condrias (CRANE, 1962), y la efectuada con acetona, desplazamientos muy
acusados de sus componentes (REDFEARN, 1961). Se ha demostrado
ademés la persistencia de un transporte de electrones en preparaciones
submitocondriales en que no puede detectarse la existencia de ubiquinona
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(REDFEARN y BURrcos, 1965). El balance de probabilidades es, no obstan-
te, sumamente favorable a la participacién obligada de la ubi’quinona e
los mecanismos ordinarios de transporte mitocondrial. %
Ms4s discutida es la posicién exacta de este componente en el conjunto
de la cadena respiratoria. GREEN y colaboradores (véase GREEN, 1961-
1964%), la colocan en una ruta Gnica basédndose en los datos de recupe,racién
mediante la adicién de ubiquinona, de la actividad de las particulas -
traidas, en el comportamiento cinético de la ubiquinona exégena (Rama-

SARMA y LESTER, 1960), y en datos cinéticos obtenidos a bajas t i
ras (GREEN, 1959). (III). et T X

(111)
DPNH

Ubiquinona ——»Citocromos— 0,

Succinat

El. estudio espectrofotométrico directo de la cinética de oxidacién-
reduccién de la ubiquinona ligada a las mitocondrias, llevado a cabo por
REDFEARN, CHANCE y PumPHREY, (CHANCE, 1961; CHANCE y REDFEAIl;N
1?61; REDFEARN y PuMPHREY 1960) han puesto de manifiesto que la veloi
cidad de reduccién de la ubiquinona representaba sélo alrededor de 1/3
de la actividad succinato-oxidasa de las mitocondrias y es por tanto incapaz
de dar cuenta del flujo total de electrones a través del sistema. REDFEfRN
(1961), sugiri6 por ello su localizacién en una via secundaria, y reciente-
mente (REDFEARN, 1966) propuso ademés para esta sustanci’a un papel
de enlace entre las cadenas succinato-oxidasa y NADH-oxidasa, intirgc-
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Storey y CHANCE (1967) localizan su accién entre las flavoproteinas
y el citocromo c, circunvalando también el citocromo b.

NADH—-—-FP
S T A1 3 2
/ cN

F
pQ

Suco.

La relativa abundancia de la ubiquinona y la cinética de sus reac-
ciones de oxidacién-reduccién han hecho a veces sospechar que desempeie
otra funcién. Repetidas veces se ha sugerido su participacién en la fosfo-
rilizacién oxidativa (Harrison 1958; HateFi, 1959; CHMILEWSKA, 1960)
pero aunque se han sintetizado numerosos derivados de la ubiquinona
que contienen fosfato, no se ha aislado todavia experimentalmente ningiin
intermediario de la fosforilizacién oxidativa de este tipo, comparable con
la forma fosforilizada del DPN aislada por GRIFFITH y CHAPLAIN (GRIF-
FITH, CHAPLAIN, 1962).

El mecanismo de accién se basa en la capacidad de reduccién de su
molécula que por captacién de dos dtomos de hidrégeno se transforma
en quinol. (IV).

Iv)
0 OH
H3C0 CH3 p 4 H3Co CH3 " s
/7 \ /C\2 H __iD-.’L C\ /C\2 #
H3co ¢’ ¢ <o H3C0 ¢’ e
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CHy p CHy n
Citocromos

Estos transportadores de electrones (mas ampliamente tratados en el
capitulo VII). son subtancias cuya capacidad de oxidorreduccién estd
determinada por la reorganizacién interna de su estructura molecular
per un cambio de valencia experimentado en el dtomo de Fe (Fe +2 —
Fe +3) que le permite el transporte de electrones hasta el O.

" La molécula de los citocromos consta de un grupo prostético constitui-
do por un anillo porfirinico denominado grupo <hemo» (V) y un grupo

18—

—

(V) ﬁHz
CH, CH
N
CH i+2 p=7—CH;
[ Neereren
CHr & j’—'J——CH=CH2
I S
CO,H I
3 CH, CH;,
2
CO,H

proteico constituido por una proteina de elevado peso molecular. Se cono-
cen una gran variedad de tipos de citocromos que han sido aislados de
diversos materiales, que se diferencian entre si por las caracteristicas de
los grupos proteicos y prostéticos de su molécula. Estos citocromos se han
clasificado en tres tipos principales «a», «b» y «c», de acuerdo con la
naturaleza de su grupo prostético.

El lugar de actuacién de estos compuestos se halla entre la Uq y el
oxigeno y su posicién exacta en la cadena estd determinada por su po-
tencial de oxido-reduccién que depende en parte de la estructura de la
molécula proteica asi como de su carga eléctrica.

Hierro «no hemo»

Se ha comprobado repetidamente que parte del Fe detectado en las
mitocondrias y particulas submitocondriales no se halla asociado al grupo
«hemo» (GREEN, 1956; y CRANE y colaboradores,1956). GREEN y WHARTON
(1963) han detectado la presencia de 3,3 y 5,9 dtomos de Fe «no hemo»,
por gramo de proteina, en las mitocondrias y se ha comprobado (Ha-
TEFI, 1962 a y b) que hay una considerable cantidad de hierro «no hemo»,
en todos los complejos de la cadena respiratoria, a excepcién del complejo
IV, GRreeN (1962) sugiere, por ello, que el hierro «no hemo» detectado,
funciona como transportador de electrones. Los trabajos de BEINERT y
colaboradores han comprobado esta hipétesis mediante técnicas de reso-
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nancia paramagnética, habiendo observado que la sefial correspondiente
al i6nférrico (Fe + + +) desaparece al reducir las preparaciones mitocon-
driales y los complejos I y II con succinato o NADH,. Los datos
experimentales obtenidos no podian, sin embargo, justificar la participa-
cién en el transporte de electrones de mas del 5 % de Fe «no hemo» pre-
sente en estas muestras.

REDFEARN y col (1965) han estudiado el papel del hierro «no hemo»
en el sistema succinico-oxidasa, con inhibidores, y sélo pudieron eviden-
ciar la participacién del mismo en la porcién succinico-deshidrogenasa
de la cadena.

1-1.3. Inhibidores

Gran parte del conocimiento que hoy se tiene de los componentes de
la cadena transportadora de electrones, su mecanismo de accién y su loca-
lizacién e interaccién, se han logrado merced a estudios efectuados con
distintos tipos de inhibidores. i

Los inhibidores de la cadena respiratoria actian fundamentalmente
en cuatro puntos: a) a nivel del citocromo az o citocromooxidasa, donde
operan el i6n cianuro, el monéxido de carbono, la azida, la filipina etc.,
b) fin punto situado entre el citocromo b y ¢, lugar de accién de la antimi-
cina, el BAL (2-3-dimercaptopropanol), las naftoquinonas antimalaricas y
los N éxidos de la 2-alquil-4-hidroxiquinoleina; ¢) un tercer lugar situado
entre el NADH; vy las flavoproteinas cuando las preparaciones se hallan
acopladas y entre las flavoproteinas y el citocromo b, cuando se trata de
preparaciones no fosforilizantes, donde se localiza la accién del amital
sédico y la rotenona; d) la succinato-deshidrogenasa que es inhibida por
el malonato y el pirofosfato.

El mecanismo de accién de los inhibidores que actiian sobre el primer
punto es bastante conocido, y, con excepcién de la filipina, consiste en
inhibir la actividad catalitica de los metales pesados especialmente el Cu;
este es precisamente uno de los argumentos que sirven para demostrar la
presencia de Cu en la citocromo-oxidasa. Bastante conocido es también
el mecanismo de accién del malonato y pirofosfato, pero no lo es tanto el
del resto de los inhibidores.

Ton cianuro

La inhibicién de la actividad respiratoria por el cianuro es conocida
en su aspecto global desde los tiempos de CLAUDE BERNARD y es comiin a
los sitemas succinato-oxidasa, NADH-oxidasa y se ejerce a nivel de una
citocromo-oxidasa; ha sido considerada siempre como instantdnea y rever-
sible por dilucién. didlisis o centrifugacién. Bajo ciertas condiciones,
Tsoo (1951) ha demostrado un segundo efecto del cianuro, que inhibe
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de forma progresiva e irreversible la actividad succinato-oxidasa y no la
NADH-oxidasa; esta inhibicién fue considerada consecuencia de la accién
del cianuro sobre la succinato-deshidrogenasa, de acuerdo con los experi-
mentos de WiLsoN y Kinc (1964). CAMERINO y KING (1965) demostraron
que el cianuro inactivaba ademas irreversiblemente la citocromo-oxidasa.
No es de extranar la variedad de sus efectos sobre la cadena respirai-
toria si se tiene en cuenta la inespecificidad de las acciones del cianuro sobre
los enzimas ya que puede actuar (D1xon y WEBB, 1964): 1) combinandose
con un grupo carbonilo del enzima o del sustrato; 2) inactivando un metal
pesado al combinarse con él; 3) extrayendo el metal pesado del enzima;
4) rompiendo enlaces disulfuro, esenciales para el mantenimiento de la
conformacién estructural més favorable para la accién enzimatica.

Monodxido de carbono y azida

Las acciones del monéxido de carbono son mucho mas especificas.
Como inhibidor de la cadena respiratoria es anulado por las radiaciones
luminosas de determinadas longitudes de onda (maximos del «espectro
de accién fotoquimicap) (WaRBURG, 1926; CasTor y CHANCE, 1955).

La accién inhibidora de la azida es de especificidad intermedia entre
la del cianuro y el monoéxido de carbono y ha sido ampliamente estudia-
da (en la peroxidasa) por KEILIN y HARTREE.

Filipina

En ciertos hongos y levaduras la porcién terminal de la cadena respi-
ratoria es inhibida también por la filipina (GoTLIEB y colaboradores,
1955, 1960). Su modo de accién difiere notablemente de la del resto de los
in{li{)idores de esta zona; actiia alterando la permeabilidad de la membrana
celular.

Antimicina

La inhibicién por la antimicina (estudiada tundamentalmente en
mitocondrias y particulas de KEiLin HARTREE, ha sido uno de los instru-
mentos mas valiosos en el estudio de la cadena respiratoria. A diferencia
de lo que ocurre con el resto de los inhibideres, la antimicina parece «ti-
tular» un punto sensible y su accién es dependiente de la relacién antimi-
cina/proteina de la preparacién, segin demostraron POTTER y REIF
(1952) y THORN (1956). :

La inhibicién por la antimicina afecta a las dos ramas de la cadena
respiratoria pero no es total; las cifras que se dan como titulo de las prepa-
raciones (0,2-0,2 § moles de antimicina/mgr. de proteina), permiten en
un buen ntimero de casos un flujo reducido de electrones que fue observado
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ya por Rerr y PorTER (1954), atilizando como substrato NADH,. Es.
TABROOK (1962) confirmé este hecho y demostré que se repetia en la suc-
cinato-oxidasa y que el porcentaje de la actividad total que suponia la
fraccién insensible a la antimicina era pH-dependiente y mas acusado en
medio alcalino. JENSEN (1966) ha puesto de manifiesto que a determi-
nados pH (9,5-10,2) la actividad oxidasa insensible a la antimicina supone
précticamente el 100 % de la actividad total y que la oxidacién antimi-
cina-independiente conduce a la formacién de H2O2.

Bal

La inhibicién por el BAL tiene lugar en un punto muy préximo a
aquel sobre el que actda la antimicina y ha sido estudiado por SLATER
(1959) que postulé la existencia en la cadena respiratoria de un factor
adicional (el factor SLATER) distinto del punto de accién de la antimicina.
Los datos experimentales aportados para confirmar este supuesto son, sin
embargo, insuficientes. Es mas probable que el punto de accién del BAL,
la antimicina, el uretano y los N-6xidos de 2-alquil-4-hidroxiquinoleina
sea comin.

Quinonas

El efecto inhibidor de ciertas quinonas analogas a la ubiquinona, utili-
zadas como drogas antimaldricas, del tipo de la 2,3-dimetoxi-5-metil-p-ben-
zoquinona, y la 2,3-dimetoxi-5-metil-6-bromo-p-benzoquinona ha sido
puesto de manifiesto por JacoBs y CRANE (1960) y SmitH y LESTER (1961).
Parecen actuar como inhibidores no competitivos combinandose con gru-
pos SH esenciales. La relacién entre la estructura y actividad ha sido cuida-
dosamente estudiada por REDFEARN y WIHTTAKER (1962).

N-6xidos de 2-alquil-4-hidroxiquinoleina

El efecto inhibidor del N-6xido de 2-heptil-4-hidroxiquinoleina sobre
el transporte de electrones de algunos microorganismos y preparados de
KEILiN HARTREE, fue puesto de manifiesto por LIGHTBOWN y JACKSON
(1956); su punto de accién parece ser exactamente el mismo sobre el que
opera la antimicina.

Barbitiiricos

La accién inhibidora de los barbitiricos fue ampliamente estudiada
por QUASTEL y colaboradores, quienes pusieron de manifiesto que impedia
la oxidacién de la glucosa, el piruvato y el lactato, y que estimulaba en
cambio la del succinato (QUASTEL y WHEATLEY, 1933; JOWET y QUASTEL,
1937).
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Su punto de accién fue precisado por CHANCE, quien demostré es-
pectrofotométricamente que en las mitocondrias, los barbitiricos blo-
quean la reduccién de la flavoproteina por el NADH; (CHANCE y GAEBLER,
1956). En los preparados no fosforilizantes (de misculo cardiaco) inhibe
la reduccién de los citocromos b, c, c1, y la oxidacién de las flavoproteinas,
pero no su reduccién (EsTaBrOOK, 1957).

Los barbituratos interfieren ademas con la sintesis de ATP, en las
preparaciones fuertemente acopladas, durante la oxidacién del succinato
y suprime el estimulo de la oxidacién del succinato ejercido por el ADP
(HATEFI y col., 1961). Este efecto no se supera con el 2-4-dinitrofenol o
EDTA, sustancias que liberan el control respiratorio del ADP, pero si
con iones Ca + + (PumMPHREY y REDFEARN, 1963).

El mecanismo de accién de los barbitiricos ha sido estudiado por
GiuprrTa y Casora (1965), que sugieren actiian fundamentalmente por
interaccién con las flavinas ligadas a las deshidrogenasas, y en algunos
casos.con el punto de fijacién del substrato en la porcionproteica del enzima.

Rotenoides

La accién téxica de la rotenona frente a los peces, es conocida desde
hace mucho tiempo. LiNpAHL y OBERG (1960), sugirieron que pudiera
deberse a la inhibicién de la cadena respiratoria mitocondrial. No modi-
fica la oxidacién del succinato pero inhibe poderosamente la rama
NADH;-oxidasa de la cadena respiratoria y se fija, como la antimicina,
a su punto de accién (ERNSTER y col., 1963, Burcos y REDFEARN, 1965).
Sus efectos son compartidos por otros rotenoides y potenciados por los
reactivos como la metilmaleimida y el paracloromercurobenzoato que
titulan los grupos SH, lo que sugiere la intervencién de éstos en el mecanis-
mo de accién de los rotenoides, probablemente por ser esenciales para el
mantenimiento de una estructura «normal» que dificulta el acceso de la
rotenona a su punto de accién; este punto de accién esta localizado cerca
de la flavoproteina, pero del lado del oxigeno (BurRGos y REDFEARN, 1965).

Esteroides.

La oxidacién de los sustratos ligados al NAD se ve también inhibida
por los esteroides a bajas concentraciones (CoCHRANE y Dusois, 1954;
CHANCE y col., 1962; SToPPANI y col. 1963). Su accién se localiza en
las flavoproteinas, sin que se conozca si es directa o si se ejerce alterando
las estructuras y permitiendo la salida de coenzimas esenciales para la fun-
cién respiratoria.

Algunos de estos esteroides (especialmente la progesterona y deso-
xicorticosterona) interfieren también con la transferencia de energia en
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el segundo punto de la fosforilizacién, por lo que inhiben la oxidacién del
succinato en las mitocondrias activadas por el ADP, pero estas acciones
requieren concentraciones mucho mis elevadas (VALLEJOS y STOPPANI,

1967).

Los Tiofenos sustituidos

Recientemente se han descubierto las acciones inhibidoras de la ca-
dena respiratoria, tanto en las mitocondrias como en preparaciones micro-
bianas, ejercidas por los tiofenos sustituidos, cuyos efectos se parecen en
numerosos aspectos a los de los agentes de quelacién pero difieren en otros
(FRANKLIN y col. 1967); se desconoce su mecanismo de accién pero no
se puede excluir que actilen en virtud de su capacidad de formar compues-
tos de coordinacién con el hierro «<no hemo».

Agentes de quelacion

La cadena transportadora de electrones posee hierro «no hemo»
en diversos puntos (véase pag. 19), pero mas especialmente entre la flavo-
proteina de la succinato-deshidrogenasa y la ubiquinona. Numerosos
agentes que forman compuestos de coordinacién con los metales, inhiben
enérgicamente la succionato-citocromo-c-reductasa y la succinato-deshi-
drogenasa-Q-reductasa, pero sélo unos pocos (el TTA), y a concentracio-
nes mucho menos elevadas, actian sobre la NADH-citocromo-c-reduc-
tasa (TAPEL, 1959). Probablemente la accién de los agentes de quelacién
sobre la succinato-oxidasa tenga lugar en tres puntos, uno antes del punto
de «empalme» del metasulfato de fenazina, otro entre éste y el del azul
de metileno, y el tercero situado entre éste y la citocromo-oxidasa
(REDFEARN y col. 1965).

Disolventes orgdnicos vy ortofenantrolina, agentes tensoactivos, etc.

La porcién NADH; de la cadena respiratoria insensible a los demas
agentes de quelacién salvo a la TTA a concentraciones muy elevadas, es
sensible en cambio a la ortofenantrolina, que a bajas concentraciones la
estimula y la inhibe a concentraciones muy elevadas (REDFEARN y col.,
1965). Sus acciones inhibidoras son potenciadas por el amital que anula
el estimulo preliminar de las bajas concentraciones. La ortofenantrolina
es ademés capaz de estimular las preparaciones inhibidas por el TTA yes
poco probable que actiie en virtud de su poder de quelacién.

La porcién NADH; de la cadena respiratoria es ademas muy sensi-
ble a los disolventes orgénicos (DEUL y col., 1958), agentes tensoactivos
(REDFEARN, PUMPHREY y FYnN, 1960), urea (RepFEARN y KinG, 1964)
y al tratamiento térmico (Morris, 1962).
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Malonato y Pirofosfato

El.rpalonato constituye uno de los ejemplos mas cléasicos de inhibicién
competitiva. Es un poderoso inhibidor de la succinato-deshidrogenasa
(QuasTeL y WOLDRAGE, 1928). Su accién se debe a la posesién de dos
grupos carboxilo distanciados aproximadamente igual que en el succinato
y'a‘la falta del grupo oxidable CHz-CHs entre ellos. La cinética de su in-
hibicién ha sido estudiada por THorn (1953). El pirofosfato que posee
también dos grupos acidos distanciados aproximadamente lo mismo que
en el malonato inhibe también selectivamente esta deshidrogenacién
(LELoIR y D1xoN, 1937). '

1-14. Mitocondrias y otras particulas transportadoras de electrones

Es dificil precisar quién descubrié las mitocondrias. Ya se habia ob-
servado durante el periodo de 1850-1890 la existencia en el citoplasma de
las células de determinados corpiisculos. KSLLIKER delaté la presencia
de estos corpisculos en el sarcoplasma. F'LEMING, hacia 1880, advirtié
también la existencia de estructuras filamentosas en el citoplasma de algu-
nas células y las llamé «fila». RETzIUS, en 1880, observé la existencia de
corpisculos como los descritos por KOLLIKER, muy abundantes en los
n}ﬁsculos de insectos, y les denominé «sarcosomas». En 1890 ALTMAN,
disefié un nuevo método de tincién, que le permitié observar la presencia
de estos organulos a los que consideré como estructuras auténomas y afirmé
que eran las «unidades vivientes mas elementales» y las llamé «bioblastos».
El primero en observar su caracter funcional fue MicHAELIS, en 1898, quien
detect6 por primera vez su capacidad para reducir determinados indicado-
res de 6xido-reduccién como el verde Janus. Todos los corpiisculos ob-
servados durante la segunda mitad del siglo fueron posteriormente iden-
tificados como «mitocondrias». Este término abarca las estructuras cono-
cidas en otro tiempo como «blefaroblastos», «condriocontes», «condriomi-
tos», «condrioplastos», «condriosomas». «condriosferas», «fila»y «granu-
los. fushinofilicos», «cuerpos intersticiales», «kérner», «fadenkérner»,
«mitogel», «cuerpos parabasales», «plasmosomas», «plastocondrias»,
«plastosomas», «esferoplastos», y «vermiculos» (Cowpry, 1918).

El nombre de mitocondrias se debe a BENDA, que impulsé notable-
mente las investigaciones en este campo mediante la introduccién de un
nuevo método de tincién, con cristal violeta.

Los primeros intentos de aislamiento de las mitocondrias para la reali-
zacién de analisis bioquimicos directos, resultaron infructuosos, debido
probablemente a la falta de medios de suspensién adecuados. Hacia 1930
se publicaron los primeros trabajos que marcaron el principio de la con-
fluencia entre las investigaciones en los campos de la citologia y la bio-
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quimica, entre las que destacan algunas aportaciones de BENSLEY (BENSLEY,
1934).

El dominio de los estudios bioquimicos comienza con los trabajos
de CLAUDE hacia 1940, que llevé a cabo una serie de estudios sistematicos
sobre la estructura, conducta y composicién quimica de las mitocondrias.
A la misma época corresponden también las primeras microfotografias
electrénicas y el registro en estos corpisculos de actividades succinato-
oxidasa y citocromo-oxidasa, y el comienzo de los trabajos conjuntos de
los bioquimicos y enzimélogos del Instituto Rochefeller, que poco tiempo
después publicaron el primer método de separacién de mitocondrias in-
tactas (HOGEBOOM, SCHENEIDER y PALADE, 1948). Este método fue emplea-
do después por numerosos investigadores como LELOIR, MUROZ y LEN-
HINGER, que fueron los primeros en dar a conocer que las mitocondrias
poseian una actividad dcidos grasos oxidasa completa, y otros que demos-
traron la capacidad de las mitocondrias de llevar a cabo las reacciones
catalizadas por los enzimas del ciclo de KReBs, y la fosforilizacién del
ADP.

Las mitocondrias se constituyeron en el punto de partida para el es-
tudio del mecanismo del transporte de electrones y de la fosforilizacién
oxidativa en los tejidos animales.

Con el perfeccionamiento de las técnicas de microscopia electrénica,
las investigaciones se extendieron a una gran variedad de células. Hacia
1952, SJ6STRAND y PaLADE utilizando las nuevas técnicas, publicaron las
primeras microfotografias electrénicas de gran resolucién.

La morfologia y estructura de las mitocondrias, se halla hoy notable-
mente aclarada.

Estas particulas poseen forma diversa. rn las células hepaticas son
alargadas, pero su forma es variable. Su tamafio es diferente segin las
células, considerdndose como tamafio medio el de las células hepaticas
(3 X 0,5 — 1 micras).

Las mitocondrias poseen dos membranas, una externa.y otra interna,
separadas por un espacio sin comunicacién alguna. La membrana interna
posee unos plegamientos cuya forma depende de cada célula, que reciben
el nombre de «crestas mitocondriales». El espacio que queda entre las
crestas se conoce con el nombre de «matriz». El niimero de mitocondrias
por célula es muy variable. Hay células, como los espermatozoides, que
poseen 24, en cambio, otras, como las dela amoeba gigante «Chaos-Chaos»
se le calculan alrededor de 500.000.

Estructura submitocondrial

Las investigaciones de FERNANDEZ MORAN (1962,1964), han demos-
trado que la membrana externa de las mitocondrias no es lisa sino que
posee una serie de granulaciones esféricas, de unos 80 A de diametro, y
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que la membrana interna est4 asimismo constituida por unas particulas es-
ferlca_s de 80-100 A, unidas a la membrana propiamente dicha por una
especie'de pediineulo; la forma de este conjunto recuerda la del pomo de
una puerta («EP» = elementary particles = particulas elementales).

Las particulas esféricas observadas por FERNANDEZ MORAN (1964) en
lat .membrana externa contienen los enzimas del ciclo del acido tricarbo-
xilico y son ademas responsables del sistema de oxidacién de los 4acidos
grasos. Las EP, en cambio poseen el sistema completo transportador de
electrones (GREEN, 1964).

El estudio del mecanismo del transporte de electrones se ha facilitado
n.lercgd al fraccionamiento de las mitocondrias con objeto de estudiar la
cinética enzimatica en sistemas mas simples. Para ello se han utilizado di-
versos métodos: F. L. CranE (1956) y B. MACKLER (1956) han utilizado
alealis diluidos, T. M. DevLIN (1956) digitonina, A. W. LiNnNnaNE (1958)
los ultr?.sonidos, y M. E. PuLLMaN (1958), la trituracién en un mortero.
Estos .dlversos procedimientos han permitido obtener particulas submito-
co'n('lrlales con capacidad transportadora de electrones sensible a la anti-
micina. La microscepia electrénica ha permitido comprobar (D. M. ZiE-
GLER y co_l. 1958), que se trata de particulas submitocondriales constitui-
das principalmente por fragmentos de membrana externa y particulas
elementales (EP) unidas a trozos de proteina de la matriz, o proteina
estructural. Durante el proceso de preparacién, la membrana externa
resulta destruida y su material solubilizado; las preparaciones contienen
-fragmentos de membranas internas con una proporcién variable de «EP»
intactas. Bioquimicamente ha podido confirmarse la naturaleza de estas
particulas identificadas por técnicas microscépicas, ya que carecen de las
actividades enziméticas propias del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos y
de las que catalizan la oxidacién de los acidos grasos (GREEN, 1958).

HATEFI y col. (1962 a, b) y D.E. GrirriTas y D. C. WHARTON (1961)
han fragmentado las EP en cuatro complejos (I-II-III-IV) y han
demostrado que cada uno de ellos es responsable del transporte de elec-
trones en una determinada porcién de la cadena.

Complejo 1 NADH — Q-reductasa

II = Succinato — Q-reductasa
IIT = O reducida — cit. c.-reductasa
Iv = Cit.c reductasa

Hater1 y col. (1962), FowLEY y RicHARDsON (1963) y KEILIN y
KINf; (1960), .y King (1963), han demostrado que es posible reconstruir
el sistema transportador de electrones a partir de los complejos constitu-
yentes. De acuerdo con GREEN y col. (1965) en el extremo esférico de estas
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particulas internas, se halla localizado el complejo IV, que esta constitui-
do por el sistema citocrémico; a continuacién y formando el pedinculo
de las mismas, se halla el complejo 111 constituido por flavoproteinas,
y en la base, yuxtapuestos, el complejo I, que contiene el sistema succi-
nico-deshidrogenasa, y el complejo II formado por el sistema Q-reduc-
tasa. E1 mecanismo del transporte de electrones, seria el siguiente: Los
4tomos de hidrégeno liberados por las deshidrogenasas, en las particulas
de la membrana externa, pasarian al NAD de la cara interna de la mem-
brana externa, y de ésta a través del liquido que rellena el espacio que
queda entre las dos membranas, a los complejos I y 11 quienes las trans-
feririan a los complejos III y finalmente, los electrones liberados en
el mismo serian conducidos a lo largo de los citocromos (complejo IV),
hasta el Os, en el extremo de la porcién esférica de estas particulas. Estos
complejos se hallan fijos a una estructura de naturaleza lipidica, y los com-
plejos 1 y I se hallan separados del III por una fraccién de este ma-
terial. El transporte de electrones a este dltimo complejo, se verificaria
merced a un transportador mévil, el coenzima Q o ubiquinona. Del com-
plejo 111 al IV, el transporte se halla a cargo del sistema citocrémico,
que los conduce al aceptor final, el O;. Esta disposici6én es sumamente su-
gestiva pero encuentra grandes dificultades para abrirse paso y ha sido
objeto de una enconada controversia. STASNY y CRANE (1964) y CHANCE y
Parsons (1963) le ponen algunas objeciones. Separan por sonicacion las
porciones esféricas de las EP, no observando en ellas la presencia de cito-
cromos. Sin embargo GREEN y col. (1964) aseguran que las particulas
obtenidas por CHANCE y PARsONS, y STASNY y CRANE no-son EP sino otras
fracciones particuladas submitocondriales. Por otra parte, RACKER y col.
(1964) han desprendido tratando con urea, la porcién esférica de las EP
y han podido reconstituir su actividad adicionando una fraccién con eleva-
da actividad ATP-asa. Con ello intentan demostrar que lo que las particulas
esféricas contienen es una proteina que acopla el transporte de electrones
a la fosforilizacién oxidativa. CHANCE y colaboradores (1964) postulan
que cada particula esférica alberga un componente distinto de la cadena
respiratoria formando su conjunto, una unidad a la que denomina oxisoma.

1-1.5—La cadena respiratoria de los hongos

Las levaduras desempefaron un papel importante en la aclaracién
de los mecanismos de la respiracién celular, pero la mayor parte de los
trabajos efectuados recientemente en torno al transporte biolégico de
electrones y la fosforilizacién oxidativa, se han llevado a cabo con células
de mamiferosy con algunas bacterias, y son muy pocos los efectuadosen los
hongos. La razén principal de este hecho reside probablemente en la difi-
cultad de romper las paredes celulares de los hongos, donde es necesario
aplicar métodos drasticos de ruptura.
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Los métodos de trituracién empleados ordinariamente para la rup-
tura de las células de los hongos han sido muy variados y ademas del pri-
mitivo sistema de trituracién en mortero con arena (SHATKIN y TATUM
1961; ReicH y Tsupa, 1961; Ywasa y col. 1959), se han empleado entrej
otros, el homogeneizador de cuchillas (NicHERsoN y Farcone, 1956;
VitoLs y LINNANE, 1961); la prensa de FRENCH (LEDERBERG y MITCHINSON,
1962); la agitacién con bolas de vidrio (HaroLp y MIiLLER, 1962;
NicHERsON y FALcoNE, 1956); el desintegrador de NossaL (NossaL
1956; UTTER vy col. 1958), y los ultrasonidos (Eppy, 1958; VANDERWINKEL
y col. 1958).

Con objeto de obviar las dificultades originadas por la utilizacién
de métodos tan drasticos, se han introducido otros sistemas tales como la
digestién de las paredes celulares por ciertos enzimas (enzimas de caraco-
les-Enpy y WiLrLiamMson 1957; CHAIX, 1961; AGUIRRE y VILLANUEVA, 1962).

Basicamente, la cadena respiratoria de los hongos se parece por su
localizacién y funcionamiento a la de las células de los mamiferos.

MooRre y McALEAR (1961), llevaron a cabo un estudio microscépico’
con 50 especies de hongos y comprobaron la existencia de mitocondrias
en todas ellas. Su presencia ha sido también comprobada microscépica-
mente por otros investigadores en una gran variedad de hongos entre los
que se hallan los Saccharomyces, (LINNANE y STILL, 1955; VANDERWINKEL
y col. 1958; ViToLs y LINNANE, 1961), Cdndida (Takacl, 1959), Allomyces
(B. A. Bonner y MacHLis, 1957), Neurospora (TissiERes y col., 1953;
TuriaN 1960; SHATKIN y TaTUuM, 1961), Aspergillus (Ywasa y col., 1959;
KixucHr y Barron, 1959; MARUYAMA y ALEXANDER, 1962), Fusarium,
y en las ascosporas de la levadura Nadsonia fluorescens (Kawakawmi,
1961).

No es probable, sin embargo, que estos organulos se hallen presenies
en todas las especies, pues parece que su existencia esta en cierto modo
determinada por el tamafio de la célula en cuestiéh. Algunas células de
los hongos, son, como las de las bacterias, considerablemente inferiores
a las de los mamiferos, sin que el tamafio de las moléculas sea por ello
inferior, y es dudoso, por tanto, que puedan albergar una estructura tan
compleja como la de una mitocondria.

No obstante Tissiéres (1954), trabajando con Aerobacter y Azo-
tobacter, obtuvo unas particulas celulares de 15 milimicras de tamafio,
que contenfan la mayor parte del sistema enzimético succinico-oxidasa,
un sistema citocrémico y capacidad fosforilizante. Bésicamente poseen
pues las propiedades bioquimicas analogas a las mitocondrias. Posterior-
mente se -han podido preparar particulas semejantes de Neurospora crasa
tanto a partir de hifas, como de conidios (WEiss, 1963); y en levaduras
por DUELL y col. (1964) y por OHNISHI y col. (1966). Es evidente, por tanto,
que si bien no resulta probable la existencia de estos corpisculos en las
células de menor tamafio, el problema no est4 todavia resuelto.
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Pese a todo, algunos hongos, especialmente las levaduras, han con-
tribuido notablemente, como se ha dicho, al esclarecimiento de los aspec-
tos fundamentales de la cadena respiratoria. El sistema transportador de
electrones de las levaduras es por ello uno de los mejor conocidos.

El descubrimiento por KEILIN (1925) del citocromo c, en las células
de las levaduras, constituyé el primer paso hacia el esclarecimiento del
transporte blologlco de electrones en los microorganismos.

Las actividades enzimaticas respiratorias de los extractos de levadu-
ras libres de células han sido cuidadosamente examinados por diversos
investigadores (CHANTRENNE, 1944; SroniMskI, 1953, 1955; NossaL y
col. 1956, 1957; VANDERWINKEL y col. 1958; HEBB y SLEBOLNIK, 1958;
CHaIX, 1961; LiNnNANE y STILL, 1955; ViTOLS y LINNANE, 1961; y MACKLER
y col., 1962, entre otros.

Uno de los sistemas mis estudiados en los hongos, ha sido el sistema
citocromo-oxidasa que ha sido detenidamente investigado en hongos tales
como el Aspergillus niger (MarTiN, 1954), 4. oryzae (YMAMOTO y col.
1959; Ywasa, 1960), y Neurospora crasa (SHEPHERD, 1951; NicHOLAS
y col. 1954; Tissiéres y MitcHELL, 1954; Tissifres, 1954; TuriaN,

1960), N. tetrasperma (CHENG, 1954; HoLTon, 1960), Glomerella cingu-
lata (SussMAN y MARKERT, 1953) y en conidios de Neurospora sitophi-

la (OWENSs, 1955). También se ha detectado la citocromo-oxidasa en algu-
‘nos ficomicetos acudticos como el Allomyces (BoNnER y MacHLIS, 1957;
Turian, 1960. Cantino y Hyatt (1953), la han detectado en los Rhi.
zophlyccis rosea y Blastocladiella emersonii, pero no pudieron, en cambio,
detectarla en los ascosporas en estado de latenma También ha sido regis-
trada actividad citocromo-oxidasa en el hongo Physarum polycephalum.

Los analisis de citocromo-oxidasa han sido siempre llevados a cabo
utilizando como dador de electrones el citocromo de las células de maife-
ros. YAMANAKA y col. (1962) han sido los primeros en usar el citocromo
aislado de la propia célula.

En general, el sistema respiratorio del resto de los hongos se parece
al de las levaduras, como lo demuestran los estudios efectuados en los
Schizophyllum comune (NiEDERPRUEM y HACKETT, 1961), en los ureidos-
poros de Puccinia graminis (WHITE y LEpINGHAM, 1960), Polycistis ver-

- sicolor (BouLTER y BURGESS, 1955) y en Fusarium lin:.

Los estudios sobre la fosforilizacién oxidativa en los hongos se han
visto notablemente. dificultados por la necesidad del empleo de métodos
drésticos de ruptura, a la que ya hemos aludido, para la obtencién de
fracciones particulares, pues si bien la utilizacién dé sistemas como el
tratamiento con acetona o hidréxido aménico, etc., resultan muy dtiles
para la preparacién de algunos enzimas, son un grave inconveniente para
la preparacién de particulas con capacidad fosforilizante. La introduccién
de los nuevos métodos de ruptura ha permitido salvar estas dificultades.
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Vitors y LINNANE (1961), DUELL y col. (1964), y OnisHI y col.
(1966), prepararon particulas de levaduras con capacidad fosforilizante.Entre
las otras especies de hongos, sélo se ha logrado detectar la fosforilizacién
oxidativa en algunos™ casos, tales como en mitocondrias aisladas de 4s-
pergillus oryzae (Ywasa, 1960) y en las de Allomyces macrogynus
(BonNNER y MacHLis, 1957), o en Neurospora crasa (WEeis, 1963), y
Aspergillus niger (WaTsoN y SmiTH, 1968).

[-2—HEMISPORA STELLATA, SPORENDONEMA EPIZOUM
Y EL «DUN»

En otofio, en los paises de gran produccién bacaladera, suele presen-
tarse, en el bacalao que ha estado almacenado durante los meses de ve-
rano, una alteracién consistente en una despigmentacién de la carne del
pescado, producida por un conjunto de hongos marrones que crecen en
su superficie y forman colonias de este color de intensidad variable. A
esta alteracién se la conoce con el nombre de «dun». Es muy probable
que a esta alteracién del bacalao no se le concediera en otro tiempo impor-
tancia alguna, e incluso que no fuera considerada como un defecto hasta
tiempos recientes.

Hace unos doscientos afios, se entendia por «dun fish», un tipo de curado
del pescado salado muy corriente en los paises nérdicos para el que se
reservaban las piezas mayores del bacalao que tomaban por este procedi-
miento un tenue color marrén (C. H. STEVENson, 1899). Este bacalao
era considerado de calidad superior y se consumia crudo principalmente
en Cuaresma.

El primero en estudiar el «dun» fue Hgye, (HgvE, 1902, 1905, 1907,
1909), quien identificé como agente causal el Torula epizoa (Corda), un
hongo marrén altamente haléfilo que producia colonias rugosas. HgYE
observé también la presencia de otro hongo, el T'érula minutum, que po-
blaba el ambiente y determinado género de algas y que crecia en concen-
traciones salinas del (0-10 %) mostrando en ausencia de sal, un creci-
miento més pobre y la formacién de colonias menos rugosas. k]l tamafio
de sus esporas era de 2,5 - 3 micras.

Hoy se suele dar como agente causal del «dun» al S. epizoum.

El género Sporendonema fue creado por )EsmaziEREs (1827) y su
significado fue enmendado por OupeEmans (1885), basandose en su pe-
culiar formacién pseudoendogénica de conidios. Fue aceptado por nume-
rosos micélogos como CONSTANTIN y Saccarpo, en 1888. En su versién
enmendada, la especie tipo era el S. terrestre; el género contenia ademis
S. myophilum, especie descrita por Saccarpo y PEcK en 1888 y que es
mucho menos conocida.
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Este género fue durante mucho tiempo ignorado y es muy posible
que otros géneros tales como Glycophila o Glycyphyla no sean sino sinéni-
mos del género Sporendonema.

VuiLrteMIn (1906), dio cuenta ante la Sociedad Micolégica de
Francia del descubrimiento-de un.nuevo hongo que se habia desarrollado
bajo la superficie de una colonia de Aspergillus repens. Por las especiales
caracteristicas concurrentes en el micelio reproductivo del mismo (la
formacién inicial de protoconidio, o proconidio, como luego fue designado
por este autor, (VUILLEMIN; 1931) a partir del que se constituian los deu-
teroconidios o esporas fisiolégicas), propuso para el mismo la creacién
de un nuevo género, el género Hemispora, y designé a la especie por él
observada, H. stellata, por el particular aspecto ofrecido por sus colonias.
El género Hemispora constituido por VUILLEMIN era un género monoti-
pico, tnico representante del orden Haemisporales y familia Hemispo-
rdceae.

Aunque se conocen en la bibliografia micolégica otros Hemispora
como el H. rugosa (Cast.) y H. pararugosa (CasT. y otros), se trata de
hongos muy distintos, del tipo Tricosporum, en nada semejantes al
H. stellata.

Crrerr1 y REPAELLI (1934), estudiaron 21 cepas de diversos hon-
gos: Oospora d’agatae (Sacc.). H. stellata (VurLr.) Térula sacchari
(CORDA) etc. y concluyeron que todos ellos podian agruparse dentro del
género Sporendonema, tal y como habia sido modificado por OubEMANS
(1885), en virtud de la formacién de esporas pseudoendogénicas y agru-
paron en una sola especie (S. epizoum), las previamente conocidas con
los nombres de Térula, Oospora, Penicillium, Caternularia, Scopula-
riopsis, Hemispora, y Sporendonema.

Esta sinonimia ha sido ampliamente aceptada, y en la actualidad
la dnica coleccién que mantiene un stock de S. epizoum, es la del Centraal-
bureau voor Schimmelcultures (Baarn-Holanda) (Haupuroy, 1966) que
lo mantiene bajo le denominacién de H. stellata.

De acuerdo con CirERRI y REDAELLI, el S. epizoum ofrece una tempe-
ratura 6ptima de crecimiento de 23-25 C, no crece a 40 C y casi nunca
a 36-37 C. Crece en soluciones de sacarosa de 1 % con o sin peptona. Se
desarrolla bien en medios liquidos que contengan del 1 al 10 % de CINa.
Licua completamente la gelatina; desarrolla colonias de color variable
siendo el marrén obscuro el més corriente.

El término S. epizoum abarca asi, practicamente, a todos aquellos
hongos marrones haléfilos de formacién pseudoendogénica de conidios,
que suelen encontrarse en los pescados y carnes salados.

M.Frank yE.Hess (1941 b), llevaron a cabo un estudio comparado
de 26 cepas de hongos marrones que aislaron del pescado salado, de los
almacenes y del ambiente, y estudiaron su halofilismo, temperatura y pH
optimos para su crecimiento, y las clasificaron en dos grupos.
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El primero estaba constituido por 19 de estas cepas, aisladas del
pescado, que resultaron haléfilos obligados, no crecian a 37 C, no licua-
ban la gelatina y producian esporas de 4-5 micras, de color marrén de
intensidad variable. Fueron clasificadas como S. epizoum tipicos. De
ellas, cinco requerian una concentracién minima de sal del 5 % y las
restantes catorce de un 10 %.

El segundo grupo estaba constituido por las otras siete cepas aisla-
das de las muestras obtenidas de los almacenes y del ambiente; eran
haléfilos facultativos y el tamafio de sus esporas era algo menor. de 2-3
micras. Seis de ellas crecian a 37°C y su temperatura 6ptima era de
23-25°C en medios de cultivo con una concentracién salina de 0-10 %-
FrRaNK y HEss propusieron que a estas cepas de comportamiento y mor-
fologia parecidos al T'6rula minutum de HpvE se las denominase Sporen-
donema minutum H@YE n. com. Esta clasificacién no progresé.

Al iniciar el trabajo Fraxk y Hess solicitaron de CIFERRI y REDAELLI
una cepa de Sporendonema epizoum. La cepa que recibieron estaba consi-
derada por CIFERRI y REDAELLI como una cepa «tipica» de Sporendonema
epizoum. Por su comportamiento y morfologia FrRank y Hess la incluyeron
en el primero de los grupos, el formado con los hongos haléfilos obliga-
dos, al que ellos consideraron como verdaderos Sporendonema epizoum.

Remitieron ademés.a CIFERRI y REDAELLI tres cepas del segundo
grupo, es decir, de aquel para el que habian propuesto ¢l nombre de
Sporendonema minutum, con objeto de que estos autores las identificasen
o confirmasen sus diferencias con el S. epizoum. Inesperadamente,

Crrerr1 y REDAELLI las incluyeron también en el grupo de los Sporen-
donema epizoum «tipicos».

CAPITULO 11
MATERIAL, METODOS Y PRODUCTOS

II-1—MATERIAL

II-1.1—Agua destilada y agua desionizada—Destilador de vidrio
«Afora» y columna de desmineralizacién «SETA» mod. D /400.

2—Pesadas —Balanzas analiticas «SARTORIUS» mods. 2400 y
2600 y granatarios «<OHAUS» mod. 750-S.

3—Esterilizaciones—Olla a presién «LASTER» de 14 litros, y
autoclave KAVERLY » serie «Nova» n. 5.

4—Centrifugaciones.—Centrifuga «CHRIST» UNIVERSAL - JU-
EIOR I mod. 33000, y ultracentrifuga «BECKMAN-SPINCO» mod.
-50.

5—Incubaciones —Estufas «TARMA», «HERAEUS» mod. FB-

420, y cdmara de incubacién provista de termostato y radiador de calor
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negro «<TYMESA» de 750 watios. Agitador incubador «NEW-BRUNS-
WICK>» mod. G-25. Bafio termostatico «<BRAUN» mod. «Thermomix-II».

6—Siembras y recogidas de conidios—Céamara de siembra equi-
pada con dos lamparas de U. V. «<PHILLIPS» de 15 watios.

7—Frigorificos—«ODAG» mod. 228, y <WESTINGHOUSE». Con-
gelador «<HELIOS» mod. «Helifrost». Camara fria R. E. S. E. Z. A.

8.—Desintegraciones celulares—Triturador’ de cuchillas marea
«M. S. E.» mod. 7700, y aparato de ultrasonidos de la misma marca mod.
«60» watios

9—Colorimetria y espectrofotometria—Colorimetro «BAUCH &
LOMB» mod. «Spectronic-20» y espectrofotémetro «BECKMAN» mod.
DB, equipado con un registrador «lin-log», y un expansor de escala de la
misma marca.

10.—Mediciones de pH —pH-metro «<RADIOMETER» mod. «PHM-
28b».

11—Cromatografias —Columnas de cromatografia del tamaiio ade-
cuado para cada caso, de vidrio «Pyrex». Cromatografias de filtracién mo-
lecular y de intercambio iénico con columnas de la marca «<SEPHADEX»
mod. «k 15/90». Colector de fracciones «LKB» mod. 3400-RadiRac.
Cromatografias en capa fina con cromatégrado «DESAGA». Lédmpara
de UV «<HANOVIA» mod. «90 watios», para la deteccién de sustancias
separadas en la cromatografia.

12—Baiios de vapor—«RETCH» mod. «Retotherm», y «GALLEN-
KAMP» mod. Wk-190.

13.—Concentraciones de volumen—Liofilizador equipado con bom-
ba de vacio <EDWARDS» mod. «<ED-35». Pastillero para nieve carbénica,
«McLeod».

14—Didlisis—Tubos de celofan «VISKING» agitados con agita-
dores magnéticos <PROBUS» y <METHORM>.

15—Respirometrias —Aparato de Warburg «<BRAUN» mod. V-85.

16—Microscopias —Microscopios «ERNST-LEITZ» mods. «SM»,
y «Ortholux». C4mara fotografica «ERNST-LEITZ» mod. «Orthomat».
Los recuentos se efectuaron en una camara de «<NEUBAUER». Las micro-
metrias se realizaron con un ocular calibrado.

11-2—METODOS Y PRODUCTOS
11.2.1—MICROBIOLOGICOS

11-2.1.1.-Procedencia del microrganismo utilizado

A lo largo del presente trabajo, se ha empleado una cepa de Hemis-
pora stellata (VuiLL.; sin. Sporendonema epizoum, CIFERRI y REDAELLI),
suministrada por el «Centraalbureau voor Schimmelcultures» (Baarn-
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Holanda), tnica coleccién en el mundo que la posee (comunicacién per-
sonal del Prof. Hauburoy).

2—Esterilizacion y limpieza del material

El material de vidrio procedente de cultivos anteriores fue esterili-
zado al autoclave 15 minutos a 1 atmésfera, posteriormente lavado en
agua caliente y detergente «Teepol», y aclarado con abundante agua del
grifo y agua desionizada

3 —Preparacién de medios de cultivo

Agar malta—F] medio de agar malta utilizado fue el descrito por
E. B. Vaisey (Vaisey 1954), y se preparé del siguiente modo:

Extracto de malta (Oxoid) 30 grs.

Agar (Oxoid) 15 grs.

CINa (Probus) de 0-200 segin los casos
Volumen total a 1 litro con agua desionizada.

Para su preparacién se pesaron los reactivos y se le adicioné el
agua desionizada. El conjunto de reactivos con el agua se sometieron a
ebullicién unos dos minutos, con agitacién continua, para una perfecta
fusién del agar. Se distribuyé en tubos de ensayo de 1,5 X 15 cms., y
se esterilizé durante 15 minutos a 1 Kg./cm? en la olla a presién.

Tras el enfriamiento hasta la temperatura de unos 60 C, se vertié
su contenido en la cdmara de siembra, en placas de Petri estériles. Las
placas asi preparadas, se mantuvieron en la cdmara de incubacién no
menos de un dia antes de ser inoculadas.

Agar malta con gelatina—FE] agar malta con gelatina, se preparé
por el mismo procedimiento anterior incluyendo en su composicién un
20 % de gelatina. '

Medio de cultivo de salvado—Para la obtencién de conidios se
empleé un medio de cultivo constituido a base de salvado de trigo y CINa,
pobre en proteinas, excelente para la obtencién de esporas. Su composicién
es la siguiente:

— salvado de trigo 100 grs.
(cribado para eliminar las particulas menores)
— Solucién de CINa al 4,5 % 65 ml.

Este medio de cultivo se preparé cribando el salvado a través de
una tela metalica de unas 40 mallas/cm?; adicionando por cada 100 grs.
de salvado asi preparado, 66 ml. de una solucién al 4,5% de CINa, y
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removiendo la mezcla a medida que se adicionaba la solucién de CINa
para lograr una perfecta distribucién de la sal. E]1 medio de cultivo asi
preparado se distribuy6 en los erlenmeyer y frascos de Roux en las si-
guientes cantidades:

erlenmeyer de 2 1. 135 grs.
erlenmeyer de 1 1. 65-70 grs.
frascos de Roux 65-70 grs.

Los recipientes se taparon luego con algodén hidréfilo y se esterili-
zaron en el autoclave, durante 20 minutos, a 2 atmésferas.

Medio liquido de Vaisey—Para la produccién de micelio a partir
de conidios recogidos del medio de salvado, se ha utilizado un medio li-
quido basado en el descrito por VaIsEY (1954) preparado con los siguien-
tes reactivos en las proporciones que se indican:

Hidrolizado de caseina (Oxoid) 10 grs.
Dextrosa (Oxoid) 10 grs.
Sulfato magnésico (Probusr.a.; 200 mgrs.
Sulfato ferroso (Probus r.a) 20 mgrs.
Fosfato bipotasico (Probusr.a.) 1 gr.
ClNa (Probus r.a.) 75 grs.

Agua desionizada hasta volumen total de 1 litro.

La proporcién de CINa empleada ha sido elegida a la vista de los
resultados obtenidos en los experimentos descritos en la pag. 71.

El'medio de cultivo de VAISEY se distribuyé en fracciones de 100 ml.
en erlenmeyer de 500 ml. y se esterilizé en el autoclave 15 minutos a
1 atmésfera.

4.—Siembras

Las siembras se efectuaron siempre en la cimara estéril, sornetida a la
accién de los rayos ultravioleta, salvo durante el trabajo.

En placas de Petri—Las placas de Petri se sembraron con un inéculo
de 0,5 — 1 ml. de suspensién de conidios, que se extendieron por su su-
perficie con una varilla de vidrio esterilizada a la llama y se incubaron en
la cdmara a 25 C.

En frascos de Roux—Los frascos de Roux se sembraron con unos
10 ml. de una suspensién de esporas obtenidas generalmente del medio de
salvado, segtin se describe en 11-2.1.6. Se distribuyé homogéneamente
en el salvado con ayuda de una varilla de vidrio estéril, agitando a mano.
Los recipientes asi sembrados se incubaron a 25 C.
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En medio de Vaisey.—Los erlenmeyer de 500 ml. conteniendo 100 ml.
de medio de cultivo de VAISEY, se sembraron con pipetas estériles a partir
de una suspensién de conidios (véase 11-2.1.6). Salvo expresamente in-
dicado, el inéculo consistié en 2 a 4 X 109 conidios/ erlenmeyer.

5—Mantenimiento de la cepa de Hemispora stellata

Se mantuvo la cepa utilizada sembrando cada 3-4 semanas.

No se utilizaron nunca para la siembra en salvado destinado a la
obtencién de conidios, esporas de mas de un mes. El cultivo original se
mantuvo ademds resembrando en tubos inclinados de agar malta, cada
3-4 semanas.

6—Recogida de conidios

Los conidios producidos en los recipientes con medio de cultivo de
salvado, tras un periodo de incubacién de 3-5 dias a 25 C, se recogieron
en la cdmara de siembra del siguiente modo: Se agité el contenido de los
recipientes de cultivo (con una disolucién de CINa estéril al 15-20 %-, que
se pasé de uno a otro utilizando la minima cantidad posible, con objeto
de concentrar al maximo la suspensién de conidios para facilitar la opera-
ci6én y el posterior almacenamiento. Se extrajeron asi repetidas veces los
recipientes, hasta que la solucién salina sé6lo tomaba un tenue color marrén
(2-3 extracciones). La extraccién resulta mas completa permitiendo en la

Fig.1
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primera extraccién de cada recipiente, que la solucién salina empape du-
rante unos minutos (3-5) el cultivo, con agitacién intermitente.

Para garantizar la esterilidad, al iniciar las extracciones se cambié el
tapén de algodén de los recipientes por uno de papel de aluminio que es
de facil manejo y puede ser esterilizado a la llama del mechero. El paso
de las suspensiones de conidios de unos recipientes a otros se efectué bajo
la.campana de un embudo estéril con objeto de evitar contaminaciones.
De esta forma se obtiene una suspensién marrén (de mayor intensidad
cuanto mayor es la concentracién de conidios), que ademads de los conidios
y fragmentos de hifas, contiene cierta cantidad de salvado. El salvado se
eliminé de las suspensiones, por filtracién a través de tres capas de gasa
hidréfila estéril. (Véase en la Fig. 1 el dispositivo adoptado para la reco-
gida y filtracién inicial de los conidios).

Los recipientes con la suspensién final de conidios filtrados, se ta-
paron con dos ldminas de papel de aluminio y se almacenaron en la ne-
veraaunos 5 C.

7—Almacenamiento de las suspensiones de conidios

Las suspensiones de conidios obtenidas segiin 6, se mantuvieron hasta
su utilizacién en el frigorifico a 0-5 C.

Durante el almacenamiento, los conidios se depositan en el fondo del
recipiente (de 2 a 4 dias), formando una capa espesa de color marrén, y
el sobrenadante puede ser decantado a voluntad para lograr la concentra-
cién de conidios deseada.

8—Recuento de las suspensiones de conidios

El recuento de las suspensiones de conidios se efectué sin previa tin-
cién, a 840 aumentos en una cidmara de «Neubauer». Los cuadrados me-
nores en esta cimara tienen 1/400 mm 2 de superficie y 0,1 mm. de espe-
sor. El valor de los recuentos se calculé de acuerdo con la siguiente fér-
mula:

Niamero de conidios en 25 cuadraditos X 160.000 = conidios/ ml.

Para comprobar la exactitud y precisién del método de recuento em-
pleado, se confeccioné una gréafica standard del siguiente modo: Se pre-
pararon 100 ml. de una suspensién concentrada de conidios, que fue con-
tada. La concentracién de la suspensién original asi determinada, fue
considerada como «concentracién real». A partir de ella se prepararon
una serie de diluciones (véase Tabla 1). Los conidios que facilmente for-
man agregados, se dispersaron en la solucién original y sus posteriores
diluciones, por sonicacién durante unos segundos, para facilitar el recuen-
to; en la Tabla 1 figuran los resultados asi obtenidos que se representan
en la Fig. 2, que demuestra la precisién del método.
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TABLA 1

Comprobacién del método de recuento

Tubo Suspension Agua Numero tedrico Numero de conidios

de conidios segln recuento

N ml.) (ml.) (millones / ml.) (millones / ml.)g
1 1 9 126 102 - 112
2 2 8 252 205 - 215
3 3 7 378 360 - 405
4 4 6 504 520 - 560
5 5 5 630 658 - 690
6 6 4 756 779 - 780
7 7 3 883 370 - 900

8 8 2 1010 980 - 1000

9 9 1 1135 1180 - 1240

10 10 0 1260 1240 - 1280

1.—Estos valores se obtuvieron considerando como concentracién real la del
tubo 10 (sin diluir) y efectuando en el resto de los tubos los célculos pertinentes, de
acuerdo con las diluciones realizadas.

2—Estas cifras corresponden a los valores obtenidos en los recuentos de: dos
camaras llenadas simultdneamente.

Fig. 2—Comprobacién de] método de recuculo. ?
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9—Micrometrias

Las mediciones al microscopio fueron efectuadas con un ocular
micrométrico.

10—Microscopias.

Frotis tefiidos.—Las suspensiones de conidios o micelio en solucién
de CINa o medio de cultivo fueron liberadas del medio de suspensién y
lavados con agua, por centrifugacién a 4.000 r. p. m. en la centrifuga clinica.
Se prepararon frotis que se fijaron a la llama y se tifieron con solucién de
azul de metileno (0,3 gr. azul de metileno + 30 ml. de alcohol del 98 % +
+ 100 ml. de Na OH 0,01 %Y. Este fue el procedimiento que resulté. mas
eficaz. El lactofenol, ampliamente utilizado con los hongos, ha dado resul-
tados poco satisfactorios.

Frotis sin tefiir —Las observaciones microscépicas del micelio aéreo
de este hongo se efectuaron en cultivos en portaobjetos, preparados al
efecto del siguiente modo: Sobre una placa de Petri en cuyo interior se
dispusieron dos trozos de varilla de vidrio que sirvieran de soporte del
portaobjetos, se vertieron 20 ml. de una solucién acuosa de glicerina al
20 %. Sobre un portaobjetos esterilizado a la llama, se colocé un cua-
dradito de 1,5 cms. de lado, de agar malta con el 7,5 % de CINa cortado
estérilmente de una placa de Petri; se sembraron los bordes del mismo con
una suspensién de conidios; el cuadradito de agar, se cubrié con un cubre-
objetos; el portaobjetos asi preparado se colocé sobre las varillas de vidrio
de la placa de Petri con la solucién de glicerina y se incubé a 25 C efec-
tudndose observaciones microscépicas periédicas del desarrollo del micelio.

11—Microfotografias

Las microfotografias han sido realizadas en un microscopio Ernst-
Leitz «Ortholux», con una cdmara «Orthomat» de la misma marca.

12.—Obtencién de micelio

Micelio cultivado en profundidad —Salvo expresamente indicado, para
la obtencién de micelio cultivado en profundidad, se procedié de la si-
guiente manera: Se sembraron erlenmeyer de 500 ml., con 100 ml. de
medio de cultivo de VAISEY que contenia el 7,5 % de CINa, con una suspen-
sién de conidios obtenida segiin 6. Se procuré que la concentracién de co-
nidios en el medio, no fuera superior a 35 millones/ml. Los erlenmeyer
fueron incubados a 25'C y 230 agit./ min. durante 18 horas.

Micelio cultivado en superficie—Para la obtencién de micelio cul-
tivado en superficie, se procedié, en la siembra, como para el micelio cul-
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tivado en profundidad. Los erlenmeyer sembrados fueron incubados a
25 C y 230 agit./min. durante diez horas aproximadamente y a continua-
cién fueron retirados a la cAmara de incubacién, donde fueron incubados
en reposo a la misma temperatura durante unos tres dias. Al cabo de este
tiempo, el micelio se habia desarrollado en la superficie y progresado su
esporulacién.

@

I1-2.2—BIOQUIMICOS
11-2.2.1 —Composicién quimica bdsica
I1-2.2.1.1—Residuo seco

a) Preparacion de las muestras—Para las determinaciones de resi-
duo seco, se prepararon las muestras del siguiente modo:

Conidios—Los conidios, obtenidos segiin 11-2.1.6., contienen abun-
dantes granulos de almidén, por lo que las suspensiones obtenidas fueron
sometidas al siguiente procedimiento de purificacién: Se centrifugaron
a 1.700 X g.. Los conidios, que constituian la fraccién menos densa en
las centrifugaciones y que forman una capa de color marrén obscuro, se
retiraron con ayuda de una espétula. La masa asi obtenida se extendié
sobre papel de filtro y se prensé suavemente a mano para eliminar el
agua intersticial. El peso de la pasta en estas condiciones se consideré
como peso «fresco».

Micelio—El micelio, obtenido segiin 11-2.1.12, fue sometido al
procedimiento antes descrito para la eliminacién del agua intersticial.

b) Técnica.—Se pesaron tres muestras del material asi obtenido,
en capsulas de porcelana previamente taradas, y se mantuvieron durante
toda la noche en la estufa a 100-110 C. Al final de este periodo se retiraron,
se dejaron enfriar en un desecador sobre CloCa, y se pesaron de nuevo una
vez alcanzada la temperatura ambiente; el peso asi obtenido es el conside-
rado como residuo seco.

2—Cenizas

Para las determinaciones de ceniza, se obtuvo primero el residuo
seco, del que se incineraron luego tres alicuotas en crisolitos de porcelana
previamente tarados, que se mantuvieron de 15-30 minutos sobre la resis-
tencia al rojo del bafio Retotherm, con lo que se logra una combustién
perfecta.

é —FExtracto lipidico

Para las determinaciones de extracto lipidico se utilizaron también
muestras previamente desecadas. Se efectuaron dos extracciones mediante
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ebullicién a reflujo durante dos horas, con 25 ml. de disolvente por gramo
de peso. E1 disolvente utilizado en la primera extraccién fue una mezcla
de etanol del 99 % (Alcoholera Espafiola) y acetona 1 : 1'(v/v). Parala
segunda extraccién, se acidificé el disolvente con 1% de C1H concentrado
(Probus r.a.). Los extractos combinados se liberaron de disolventes bajo
corriente de N. (Oxigeno y Acetileno de Leén).

4.—Proteinas.

Las determinaciones de proteina efectuadas a lo largo de este trabajo,
se realizaron siguiendo el método de determinacién de Nitrégeno de
Jounson (JoHnson, 1941).

Reactivos utilizados —Acido sulftrico conc. (Probusr.a.)
NaOH 4 N. (Probus r.a.)
Reactivo de Nessler (véase pag. 43)
Agua oxigenada de 30 vols. (Foret)

(Estos reactivos fueron preparados segiin se indica en la confeccién
de la grafica standard).

Técnica—De la suspensién o solucién de proteina problema se
pipetaron en el fondo de cada uno de tres tubos de ensayo perfectamente
limpios, una cantidad adecuada de muestra (10-100 microgramos de ni-
trégeno). Se prepararon dos blancos con 0,2 ml. de agua destilada. Los
tubos se secaron a la estufa a 100-110 C (3-5 horas) y una vez secos se
digirieron a la llama de un mechero de Biinsen con 0,2 ml. de 4cido sul-
farico concentrado; se trataron a continuacién con 2-3 gotas de HzO2 de
30 vols. (o las gotas necesarias hasta que el digerido quedase transparente
e incoloro), se afiadieron 4,8 ml. de agua desionizada, se agitaron, y se
adicionaron finalmente 3 ml. de NaOH 4 N. y 2 ml. de reactivo de Nessler.
El contenido se homogeneizé perfectamente después de cada operacién y
se midié luego la absorbancia a 490 milimicras. El color amarillo que se
desarrolla tras la adicién del reactivo Nessler, es estable durante no menos
de un dia.

Los valores que figuran en las tablas, se obtuvieron refiriendo las lec-
turas a una grafica standard, preparada con albimina, del modo siguiente:

Confeccion de la grdfica standard

Reactivos:

— Acido sulftrico concentrado (Probus r.a.)
— NaOH 4 N (Probusr.a.).
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— Reactivo de Nessler: (4 gr. IK (Probus r.a.) + 4 gr. I Hg
(Probus r.a.) + 1,75 gr. de goma ardbiga (Schuchardt) + agua destilada
hasta volumen de 1 lit10).

Se disolvié primero el IK en unos 200 ml. de agua destilada. Se
afiadié y disolvi6 el I;Hg y finalmente se adicioné la goma arébiga,
que se disolvié a ebullicién. :

— Agua oxigenada de 30 volamenes (Foret).

— Solucién standard de albiimina de huevo.

Se pesaron 312,5 mgrs. de albiimina de huevo (B.D.H.) y se disol-
vieron en 100 ml. de agua destilada. Para facilitar la disolucién se alca-
linizé con dos o tres gotas de NaOH 1 N. De esta solucién original se
prepararon 10 tubos con diferente concentracién de N, de acuerdo con la
Tabla 2.

Técnica—Se utilizé la técnica de digestién descrita anteriormente
(pag. 42). Las determinaciones se efectuaron por triplicado con 0,2 ml.
de muestra. Con los valores hallados (véase la Tabla 2) se confeccioné
la grafica de la Fig. 3.

TABLA 2

Confeccién de la grdfica standard, para las determinaciones de proteina
por el método de Johnson.

e original  destlada . mgs. Prot/ B meg
N.© ml.) (ml.) muestrag
0 10 0 0,626 0,76 - 0,94 - 0,82
1 9 1 0,563 0,81 -0,86 - 0,88
2 8 2 0,501 0,74.- 0,78 - 0,70
3 7 3 0,438 0,66 - 0,65 - 0,67
4 6 4 0,375 0,58 - 0,50 - 0,48
5 5 S5 0,313 0,41 -045-040
6 4 6 0,250 0,32 -0,32
7 3 7 0,188 0,24 - 0,22 - 0,23
8 2 8 0,125 0,14. - 0,20 - 0,14
9 1 9 0,063 0,06 - 0,06 - 0,07
10 0 10 0

1 Cada tubo contenia 0,2 ml. de solucién.
2 Las lecturas corresponden a cada uno de los tubos de cada dilucién.
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Fig. 3—Grafica standard para las determinaciones de proteina por el método
de Johnson.

5~—Hidratos de carbono

Las cifras de hidratos de carbono, han sido halladas por diferencia
entre los valores correspondientes de las determinaciones de proteina,
extracto lipidico y cenizas.

2.2.2—Substancias de interés en la cadena respiratoria
2.2.2.1 —QUINONAS
Preparacion de disolventes

a) Preparacion de éter elilico (E.e.)—El éter etilico fue deshidra-
tado (1) y liberado de peréxidos (2) inmediatamente antes de su empleo.
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(1) —Deshidratacién: La deshidratacién se efectué manteniéndol
sobre alambre de sodio (Schuchardt), preparado por extrusién en un:
prensa, hasta que cesara la produccién de burbujas.

(2) —Liberacién de peréxidos: Se efectué destilando E.e. deshidra-
tado, sobre limaduras de hierro reducido (Schuchardt).

b) Preparacion de éter de petréleo de 4(°-6(°C (E/P)—Se pre-
paré por destilacién fraccionada de gasolina-éter (C.A. M. P. S.A)), utili-
zando una columna de Hempel, con una camisa de vacio recubierta de un
bafio de mercurio, externamente aislada con amianto y rellena de anillos
de Rasching. La prueba espectrofotométrica del producto obtenido, puede
verse en la Fig. 4.

057
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Fig. 4—FEspectros ultravioleta del éter de petréleo (40-60°C) utilizado, Refe-
rencia = ciclohexano para cspectrofotometria.

(a) Espectro de la gasolina-éter de procedencia.
(b) Espectro del éter de petréleo (40-60 C) obtenido a partir de ella, por des-
tilacién.



¢) Preparacién de alcohol etilico espectrofotométricamente puro—
El etanol empleado en todos los registros espectrofotométricos, fue previa-
mente purificado por el siguiente procedimiento: Se hirvié a reflujo du-
ranfe 6 horas, 2 litros de etanol absoluto (comercial, de la Alcoholera
Espafiola) con 80 grs. de NaOH (probus r.a.), y 20 grs. de zinc en polvo
(Schuchardt) o granalla, destilandose a continuacién.

Véase en la Fig. 5 la pureza espectrofotométrica del alcohol asi pre-
parado.

A (mp)

IFig. 5—Obtencién de etanol espectrofotométricamente puro.
Referencia = agua.

(a) Espectro del etanol antes de la purificacién.

(b) Espectro del etanol purificado.
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d) Purificacién de ciclohexano para espectrofotometria—E] ciclo-
hexano empleado en espectrofotometria se purificé siguiendo una modifi-
cacién al método empleado por B. van DER VEN y A. P. JongE (1957),
para la preparacién de éter de petrdleo espectrofotométricamente puro.
Para ello se hirvieron a reflujo, durante 7 horas, una mezcla de 10: 1: 1
(v/v) de ciclohexano (Schuchardt), acido sulfirico concentrado (Pro-
bus r.a.), y nitrico fumante, (Probus r.a.); se separé el agente de nitracién
en un embudo de separacién y se lavé dos veces el ciclohexano con un
décimo de su volumen de agua destilada en un embudo de decantacién y
ocho veces con 1/10 de su volumen de una solucién al 20 % de KOH
(Probus q.p.). Se sometié seguidamente a una destilacién fraccionada
utilizando una columna de Vigreux; se agité después con carbén activado.
El carbén se eliminé luego por centrifugacién durante 5 minutos a
1.500 X g. y se pasé el ciclohexano, primero por una columna de gel
de silice (Merck), y después, por otra de aliamina (Merck); finalmente se
redestilé fraccionadamente con ayuda de una columna de Vigreux.

Véase en la Fig. 6 la pureza espectrofotométrica del producto asi
obtenido.

Cromatografias de adsorcidn.

a) Preparacion de las placas—Las placas de vidrio para la croma-
tografia se lavaron previamente con detergente en caliente («Teepol»), se
aclararon con agua del grifo y agua desionizada y se secaron a 100-105°C
en la estufa. Una vez lavadas y secas se extendi6 sobre ellas una capa de
gel de silice para cromatograffa en capa fina (Merck), del siguiente modo:
Se pesaron 30 gr. de gel de silice, se pasaron a un erlenmeyer de 150 ml.
con tapén esmerilado, y se les afiadié 00 ml. de agua desionizada. Se agit6
unos momentos hasta la formacién de una pasta bien homogénea (sin
grumos) y se extendié una capa de 250 micras de espesor sobre las placas
de vidrio previamente preparadas y dispuestas en el soporte de extension.
Se dej6 que se evaporara parte del agua con objeto de no estropear la
lamina durante su manipulacién y se secaron durante 30 minutos a
100-105°C en la estufa. Las placas secas se guardaron hasta su empleo en
un desecador, sobre ClgCa.

b) Colocacion de la muestra—Con ayuda de un capilar o pipeta
micrométrica, se deposité sobre la placa la muestra disuelta en E.P.,
formando una pequefia mancha, procurando no dafar la superficie de
la misma.

c) Desarrollo de la cromatografia—lInmediatamente después de
colocada la muestra, se depositaron las placas en el tanque conteniendo
cloroformo (Schuchardt) - benceno (Schuchardt), 1: 1, recubriendo las
paredes del mismo con papel de filtro empapado en estos solventes.
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Fig. 6—Preparacién del ciclohexano espectrofotométricamente puro.

(a) Espectro dél ciclohexano q.p.

Schuchardt, del que se partié.

(b) 1d. del ciclohexano purificado.
(c) Id. del ciclohexano espectrofotométricamente puro, Merck.

Cromatografias de particion en fase invertida

a) Impregnacion de las placas—Se prepararon placas por el proce-
dimiento descrito emsla pag. 47; se introdujeron verticalmente, con el ex-
tremo en que iba a colocarse la muestra hacia abajo. en una bandeja que
contenia 5 % de parafina liquida (Schuchardt) en E. P (60-80°C) (véase
pig. 49), sumergiendo el extremo inferior aproximadamente 1 cm. Se incliné
lentamente la placa con la-lamina de gel de silice hacia abajo, hasta que la
parafina llegase al extremo superior de la placa. Se retiré la placa des-
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pués, invirtiendo el proceso y se dejé secar a temperatura ambiente unos
60 segundos.

b) Colocacién de la muestra—Se efectué disuelta en ciclohexano
como se describe en la pag. 47.

¢) Desarrollo—Se electué con una mezcla de acetona (Probus r.a.)
agua, 95/5 (v/v).

d) Revelado—Se efectué por pulverizacién de una solucién de leu-
co-azul de metileno (preparado afiadiendo 1 ml. de 4cido acético glacial
(Probus r.a.) a 250 mgrs. de polvo-de Zn (Probus r.a.), a 5 ml. de una solu-
cién al 0,02 % de azul de metileno (Merck) en acetona. Las quinonas se
hacen inmediatamente evidentes como una mancha azul. Poco después se
obscurece toda la placa.

Cromatografias en columna de aliimina

a) Preparacion de la columna.—Se pesé una determinada cantidad
de altimina (Merck) v se vertié en un mortero que contenia éter de petréleo
de 40-60° C (véase pag. 44). Se aniadié la cantidad de agua necesaria para
ajustar la actividad del adsorbente al grado II1 de Brockmann y se
homogeneizé con objeto de lograr la perfecta distribucién del agua. La
alimina asi preparada se verti6, con mas éter de petréleo, sobre la columna
cromatografica adecuada a la cantidad de alimina requerida.

—En las operaciones subsiguientes, tanto la muestra, como las frac-
ciones obtenidas de la cromatografia, fueron protegidas de la luz con ob-
jeto de evitar la fotodestruccién de las quinonas.

b) Colocacién de la muestra—Tas muestras a cromatografiar, se
disolvieron en una pequefia cantidad de éter de petréleo (40-60° C) y se
depositaron cuidadosamente sobre la superficie del lecho cromatografico,
protegido por una altura de 1-2 cms. de éter de petréleo.

c) Desarrollo de la cromatografia—Una vez depositada la muestra,
se desarrollé con series eluotrépicas constituidas por mezclas de éter
etilico seco v libre de perdxidos (véase pag. 45), y éter de petréleo de 40-
60° C. (Pag. 45).

Calculo de la cantidad de ubiquinona presente en las muestras.

La cantidad de ubiquinona presente en las muestras, purificadas por
los procedimientos cromatograficos descritos. se efectué por el método de
Crank (Craxne, 1959) basandose en el Eszs de la ubiquinona y ubiquinol,
para lo que primero se obtuvieron los espectros de las muestras disueltas
en etanol y luego las de las mismas tras la adicién de unos cristalitos de
borohidruro potasico. Para el célculo del contenido en Qg, se utilizé un
Ell % 275 de 158. (CRANE 1965).

cm.
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2.2.2.2—CITOCROMOS Y FLAVINAS

Sonicaciones

Se efectuaron en suspensiones del micelio en tampén fosfato. El re-
cipiente de la sonicacién fue refrigerado durante la operacién con una
mezcla de hielo picado y agua. La molaridad del tampén, el pH, los vold-
menes de sonicacién y demis detalles, fueron diferentes, en muchos casos
y los datos figuran en el capitulo de resultados.

Trituractones

El micelio que estaba congelado. se permitié que descongelase en
tampén fosfato y a continuacién se homogeneizé con un homogeneizador
de paletas, durante 30 minutos.

Las trituraciones se realizaron en suspensiones de tampén fosfato
y los datos figuran en las respectivas experiencias.

Didlists

Las dialisis se realizaron en la camara frfa a 0-5° C. Durante las mis-
mas, el liquido de la dialisis se mantuvo en agitacién con agitadores mag-
néticos. Los detalles de cada caso figuran en las descripciones de las ex-
periencias.

Concentraciones

Se efectuaron conectando un matraz de fondo redondo. con la mues-
tra, a un aparato de liofilizacién conectado a una bomba de alto vacio
(Fig. 7). E]l matraz se introdujo en un bajio «Biichi» termostatado a 20°C,
y fue agitado manualmente durante la operacién. La formacién de espuma
se controlé reduciendo el vacio del sistema mediante una pinza. La bomba
se protegi6 colocando una mezcla de nieve carbénica. obtenida a partir
de balas de CO; seco, con un pastillero «<McLeod» y acetona comercial
(RAMIFER).

Cromatografias de filtracién molecular

a) Preparacion de la columna de «Sephadex- G-100» —F1 Sepha-
dex se preparé, antes de ser depositado en la columna, de la siguiente ma-
nera: Se pesaron 4 gramos de Sephadex G-100 y se suspendieron en 1 litro
de agua desionizada. Se dejé que el Sephadex se hidratase durante tres
dias, cambiando tres veces el agua y eliminando asi simultdneamente las
particulas més finas. E] material asi preparado se deposité en una columna
cromatografica «Sephadex K 15/90», verticalmente dispuesta (en la ca-
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Iig. 7—1) ispositivo empleado en las concentraciones de volumen.

mara fria a 0-5° C con la ayuda de una plomada. Se formé un lecho de
27 cms. de altura que se dejé cquilibrar toda la noche por elucién con

tampén fosfato de pH 7,5, 0,5 M.

b) Determinacién del volumen vacio de la columna.—Con objeto

de determinar el «volumen vacio» de la columna, una vez equilibrada, y
no disponiendo de dextrano azul (Sephadex) para su determinacién por
los métodos standard. se inicié la preparacién de glucégeno hepético. Su
molécula (p.m. 1.2 X 108) debe ser excluida por el Sephadex G-100 y
puede detectarse con facilidad, por su turbidez, a la salida de la columna.
Preparacion del glucogeno hepdtico: Para la preparacién del
glucégeno hepético se siguié el método descrito por CLArk (1964), de
acuerdo con el protocolo de la Fig. 8. Se pesaron 10 gr. del higado de un
conejo, extraido del animal inmediatamente después del sacrificio, y se
pasaron inmediatamente a un mortero frio que contenia 10 ml. de acido
tricloroacético (Probus r.a.) (ATC) al 10% y 0,5 grs. de arena lavada.
Se trituré durante algunos minutos manteniendo el mortero en hielo y se
centrifugé a 2.000 X g. durante 5 minutos. El sobrenadante se almacené
en el frigorifico; al depésito obtenido se le afadieron 10 ml. de ATC
(Merck) al 5 % vy se centrifugé de nuevo 2.000 X g. 5 minutos. Se adicioné
a los sobrenadantes reunidos, 40 ml. de etanol del 95 % (Alc. Espafiola).
La mezcla se centrifugé de nuevo, para separar el precipitado blanco for-
mado. E1 precipitado se disolvié facilmente en 5 ml. de H2O y se repreci-
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pité con 10 ml. de etanol del 95 %. El precipitado se separé por centrifu-
gacién durante 5 minutos a 2.000 X g. El depésito se lavé con 3 ml. de
etanol del 95 % y se centrifugé 5 minutos a 2.000 X g., dos veces conse-

Hifgado ( 10 gr. )
4 10 ml. ATC 10%
+ 0°5 gr. arena lavada

Trituracidn

Centrifugacién ( 57-2000 X g.)

Sobrenadante Depésito
(20 ml. ) 4 10 ml. ATC 5%
Centrifugacién (5°= 2000 X g.)
Sobrenadante péeito
(10 ml. )

(20 m1.)
4+ 40 ml. etanol 95%

|
Centrifugacién (5°-2000 X g.)

Sobrenddante Depésito
4+ 5'ml. HO
4+ 10 -ml. etanol 95%

Centrifugacién ( 5°= 2000 X g.)

Sobrenddante Depbsito
4+ 3 ml. etanol 95%

a;;”gggﬁsi‘\fi:ién ( 5°= 2000 X g.)
Sobrenadante Depbsito

4+ 3 ml. etanol 95%
~
Centrifugacién ( 5°= 2000 X g.)

Sobrenadante Depésito
+ 3 ml, éter etflico

/
Centrifugacién ( 5°=2000 X g.)

Depd&ito = GLUCOGENO

Sobreradante (606 mg.)
Fig. 8—\larcha seguida en el aislamiento de glucégeno hepatico. ATC = 4cido
tricloroacético.

cutivas. El depésito del segundo lavado se lavé con 3 ml. de éter eti-
lico (Probus r.a.), se centrifugé de nuevo, y se secé al aire. Se aislaron
asi 606 mgrs. de glucégeno en forma de un polvo sumamente blanco,
de esta dltima centrifugacion.

Determinacion del volumen vacio: Se tomé una pequenia cantidad
de glucégeno (unos 50 mgrs.) preparado segiin se indica en el apartado
anterior, y se disolvié en 2 ml. de agua desionizada. Al conjunto se le
afiadi6 sacarosa (Merck), para formar una solucién muy densa. Cuando el
tampén fosfato con que se equilibré la columna formaba una capa de
unos 5 cms. sobre el lecho del Sephadex, se deposité cuidadosamente la
solucién de glucégeno, (con una pipeta capilar de punta curvada en dngulo
recto, provista en su otro extremo, de un tubo de goma) inmediatamente
por encima del Sephadex, bajo la capa de 5 cms. de eluyente. La muestra
quedé asi depositada sobre la superficie del gel, formando una capa clara-
mente separada por su mayor densidad, del resto del liquido de la columna.

Se conecté luego el eluyente (tampén fosfato pH 7.4, 0,5 M), (Fig. 9),
y el colector de fracciones, recogiéndose muestras de 2 ml. El glucégeno
apareci6 en el tubo 5, con lo que el volumen vacio resulté ser de 10 ml.

Fig. 9—Dispositivo utilizado para las cromatografias de filtracién molecular
y las de intercambio iénico.
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c) Desarrollo de la cromatografia—Para el depésito de la muestra
y el desarrollo de la columna se siguié el mismo procedimiento descrito
para la detérminacién del «volumen vacio».

Cromatografias de intercambio iénico

Las cromatografias de intercambio iénico fueron realizadas sobre
resinas DEAE.22 (Whatman). Las resinas se prepararon del siguiente
modo:

Se pesaron 15 grs. de DEAE, se suspendieron en unos 400 ml. de
CIH 0,5 N (Probus r.a.); 30 minutos después se decantd el sobrenadante
y se lavaron las resinas con agua desionizada en un embudo de placa de
vidrio filtrante, hasta que el pH del liquido eluyente se aproximé a 4.
Se trataron luego las resinas con unos 400 ml. de NaOH 0,5 N. (Probus
r.a.), que se dejé actuar durante 30 minutos. Al término de esta operacién
se decanté el sobrenadante y se lavé la celulosa con agua desionizada,
en un embudo de decantacién, hasta pH 8.

Para equilibrar las resinas al pH deseado, se lavaron en una probeta
con tampén fosfato de pH 7,4, IM., hasta que el pH del sobrenadante
alcanzé un valor de 7,4 y finalmente se lavaron cuatro veces con tampéon
fosfato de pH 7,4 de la molaridad a que se deseaba equilibrar. Al término
de esta operacién, se eliminé la mayor parte del sobrenadante mantenién-
dose un volumen de unos 100 mls. que se vertieron en la columna de cro-
matografia dispuesta verticalmente en la cdmara fria a 0-5°C. como se ha
descrito para la cromatografia de filtracién molecular. Se conecté el
tampén de la elucién y se dejé equilibrar durante toda la noche.

Una vez equilibradas las resinas, se colocé sobre la superficie del
lecho un disco de papel de filtro con ayuda de una varilla de vidrio y un
tapén de corcho perforado.

Sobre la columna preparada de esta manera, se depositaron las mues-
tras con ayuda de una pipeta capilar, sobre la superficie del papel de filtro
sobre el que se habia colocado previamente una ligera capa del tampén
utilizado para equilibrar las resinas. Por este procedimiento se logra que
la superficie del lecho de resinas no se perturbe al depositar la muestra.

Colocada la muestra, se conecté el tampén de la elucién mediante el
dispositivo descrito para las cromatografias de Sephadex. La columna pre-
parada tenia una altura de 50 cms., y una columna hidrostética de 30 cms.

Espectros diferenciales

Los espectros diferenciales (citocromo reducido - citocromo oxidado)
fueron obtenidos siguiendo la técnica de CHANCE y WiLLIAMS (CHANCE y
WiLLIAMS, 1955), colocando en la cubeta de referencia la muestra que
iba a ser oxidada, y en la de muestra la que iba a ser reducida.
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Las oxidaciones. cuando fueron necesarias, se realizaron afiadiendo
a la muestra. en la cubeta, una gotita de una solucién de ferricianuro pota-
sico (Merck) al 0,5 % y las reducciones con una pequena cantidad de
ditionito (Merck) (2-5mgrs.).

Célculo de los citocromos presentes en la muestra

El calculo de los citocromos presentes en la muestra, se efectué por

el método de WiLLiams JR. (1964), adoptando un E{M para
cm

(550-535 m|t) en el espectro diferencial, obtenido, segiin se ha descrito
antes, de 21.000.

Célculo de las flavinas

Las flavoproteinas se calcularon también a partir del espectro dife-
rencial  (oxidado-reducido), adoptando un valor de E %l\gn (465-
c

510 m# ) = 11.000, que es el habitualmente aceptado para las particulas
respiratorias de mamiferos (CHANCE y WILLIAMS, 1955).

2.2.3—Preparacion de tampones

Los tampones utilizados en la presente tesis, fueron todos de fosfato
potasico, de distintas concentraciones y pH, y fueron calculados de acuerdo
con las tablas publicadas por Gomori (1946).

Cuando fue necesario se ajust6 el pH con ayuda de un pH-metro me-

diante la adicién de mas PO4K, 6 PO4HK.

11.2.2.3 —Determinaciones manométricas.

La mayor parte de las determinaciones manométricas del presente
trabajo han sido efectuadas midiendo el consumo de O por el «método
directo» (UMBREIT, BURRIS y STAUFFER, 1964) en un respirémetro de
WARBURG, cuyas constantes fueron calculadas al efecto.

La respirometria es un método de analisis, basado en la ecuacién de
PXV _ P XV

T?
de la cantidad de gas consumido o liberado en un sistema cerrado de volu-
men constante, a partir de los cambios de presién introducidos en el
mismo.

En la practica el sistema cerrado esta constituido por unos matracitos
(matracitos de Warburg) de volumen variable (12 ml. aproximadamente),
unidos herméticamente a la rama cerrada de un manémetro que contiene
un liquido especial (liquido de Brodie).

los gases perfectos , consiste en la medida
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Se utiliza el liquido de Brodie en lugar del mercurio, por ser mucho
menos denso que éste y mucho mas sensible, por tanto, a los cambios de
presion. Este liquido que es acuoso, contiene un detergente para dismi-
nuir el posible error introducido en las lecturas por la tensién superficial
y un colorante para facilitar las mismas.

- Es evidente que la presién desarrollada en diversos sistemas cerra-
dos, por la introduccién de un volumen constante de un gas determinado,
dependera del volumen del citado sistema. Si éste consta ademés de dos
fases, liquida y gaseosa, habra que tener en cuenta la tensién de vapor
del liquido que compone una de las fases y la solubilidad en el mismo de
la fase gaseosa. Con objeto de corregir todas estas variables, se utiliza
la siguiente ecuacién:

Vg 273 + Vf a
K = T

Po
[N es una constante
Vg = volumen de la fase gaseosa
T = Temperatura de ensayo ,
Po = presién normal expresada en milimetros
Vf = volumen de la fase gaseosa
@ = constante de solubilidad del gas que se mide, a la temperatura

del ensayo.

Como el volumen de cada sistema matraz-manémetro es distinto, la
constante K es especifica de cada uno de ellos y recibe el nombre de
«constante del matraz». Esta constante dependerd por lo tanto, como puede
apreciarse en la férmula I, de la temperatura T y de los volimenes de
las fases liquida (Vf) y gaseosa (Vg) implicadas.

Para el cilculo de esta constante es preciso averiguar el volumen
total (Vt) del matraz y mandmetro hasta la divisién de 150 mm.; las
demds variables se conocen de antemano, o pueden calcularse con facili-

dad a partir de Vt.
3.-1—Determinacién de V't

Se efectué por el método del calibrado con mercurio en el que se
obtiene la medida exacta del volumen total del sistema (matraz + mané-
metro hasta la divisién de 150 mm.) basindose en el peso del mismo, re-
lleno de mercurio. Se utiliza el mercurio y no el agua por la gran densidad
del metal, lo que facilita la pesada.

Se procede con cada matraz y su manémetro correspondiente, de la
siguiente forma:
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a) Se coloca el tubito tapén y escape de gases del recipiente lateral,
en la posicién de cerrado; se sujeta con una goma. Se vierte el mercurio
en el matraz hasta aproximadamente la mitad del cuello, de forma que al
aplicarlo al manémetro, el nivel llegase hasta las divisiones mas préximas
al matraz. Se marca el nivel alcanzado por el mercurio en el manémetro
y una vez retirado éste se determina la temperatura del mercurio en el
propio matraz y el peso en un vaso de precipitados previamente tarado.
El volumen del sistema constituido por el matraz y la porcién del mané-
metro situado entre éste y la marca efectuada, se obtuvo dividiendo el
peso por la densidad del mercurio a la temperatura registrada.

b) Se repitié la operacién anterior, en esta ocasién con el mercurio
necesario para alcanzar las divisiones mas lejanas del manémetro.

c) Se restaron los dos voliimenes obtenidos en los calculos de (a) y
(b), y se dividié la diferencia por el nimero de divisiones (milimetros)
que separaban los niveles alcanzados por el mercurio en la rama del mané-
metro en las dos operaciones anteriores. El valor obtenido, volumen co-
rrespondiente a cada divisién del manémetro, se multiplicé por el nimero
de divisiones que separaba el nivel alcanzado por el mercurio en (a),
de la divisién de 150 mm. El volumen total del sistema constituido por el
matracito y el manémetro hasta la raya de 150 mm. se obtuvo suméndole

al valor obtenido en (a) el valor de (c). Con este valor y el de Vi, se obtuvo
Vg ’(Vg = Vt.— Vf).

3.2.—Cdlculo de la constante

La constante del sistema matraz-manémetro hasta la divisién 150 mm.

se calculs mediante la férmula de la pag. 56, substituyendo en ella
Vi y Vg por los valores obtenidos segiin se ha descrito, Po por su valor,

10.000, y T por la temperatura a que se efectuaron los ensayos (273 +
+ 25) K.

3.3—Medida del consumo de O, - Método «directo» de Warburg.

Este ha sido el procedimiento empleado en todas las respirometrias
efectuadas a lo largo del presente trabajo. Se denomina asi porque los
experimentos se llevan a cabo de forma que las lecturas efectuadas en el
manémetro representan tinicamente los cambios de presién introducidos
por el consumo de Oz, ya que el CO; producto final dela respiracién, se
anula al quedar este gas captado por la disolucién de KOH 6 NaOH al
20 %, colocada en el pocillo central.

Temperatura: Los ensayos se efectuaron siempre a 25 C.

Volumen de la fase liquida: Fue en todos los casos de 3 ml.

Los consumos de gas se miden por la diferencia de presién entre las
dos ramas del manémetro; sobre la rama abierta actda la presién atmos-
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férica que puede cambiar en el transcurso del experimento, por lo que se
hace imprescindible corregir los efectos de sus fluctuaciones, introduciendo
en el ensayo, un manémetro, el «termobarémetro» (T-B), que corrige
también las imprecisiones introducidas por las posibles fluctuaciones de
la temperatura del bafio durante la experiencia.

El «termobarémetro» se introdujo en el bafio con idéntica cantidad
de tampén y agua que los matraces de ensayo.

Técnica—Las suspensiones enzimiticas (células enteras, triturados,
o fracciones celulares) se mantuvieron refrigeradas con hielo picado,
hasta su distribucién en los matraces. En el pocillo central se colocaron
0,2 ml. de KOH al 20 % y sobre su borde superior se extendié una ligera
capa de lanolina. Se introdujeron a continuacién los reactivos correspon-
dientes en el compartimiento lateral y luego los del compartimiento prin-
cipal. En todos los casos fue pipetada en tltimo lugar la suspensién enzi-
matica. Finalmente se introdujeron en el pocillo central un papelito de
filtro de 2 X 2,5 cms., plegado en forma de acordeén. Se cerraron los com-
partimientos laterales con sus tubitos respectivos previamente engrasados,
y se conectaron los matraces a sus correspondientes manémetros. Se colo-
caron los respirémetros y el termobarémetro en el aparato de Warburg
y se sometieron a 144 agitaciones por minuto. Se mantuvieron asi 10
minutos para lograr equilibrar las fases.

Se detuvo la agitacién, se enrasé la columna de la rama interna de
cada manémetro a 150 mm., se cerraron las llaves de paso y se tomaron
las lecturas correspondientes en la rama externa. Se reinauguré la agita-
cién, y generalmente se mantuvieron asi los respirémetros unos 10 minu-
tos para comprobar que no se producian cambios significaticos en las
lecturas manométricas; se detuvo la agitacién, se sacaron uno a uno los
diversos respirémetros y se volcé el contenido del compartimiento lateral,
que se lavé dos o tres veces con el del compartimiento principal, con un
cuidadoso movimiento de vaivén. Se volvieron los matraces al bafio, se
puso de nuevo en marcha el sistema de agitacién y se fueron anotando los
niveles alcanzados por las columnas externas de todos los manémetros
a intervalos de tiempo determinados (1-20 minutos) de acuerdo con las
circunstancias concurrentes en cada caso, para lo que se detuvo la agita-
cién y se enrasaron las ramas internas a 150 mm.

Se calcularon las cantidades de O consumido, al tiempo «t», me-
diante las ecuaciones: '

Xt = At — Ao

Bt = At — Ao

Ct = Bt — Xt

Dt = Ct - Koz
siendo:
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Ao = lecturas en la rama del manémetro en el tiempo O min.

At

lecturas en la rama del manémetro en el tiempo «t».

Bt = milimetros de descenso de la columna manométrica en el

tiempo «t».

Xt = Aumentos ( + ) o descensos ( — ) de la columna del termoba-
rémetro en el tiempo «l» con respecto al tiempo O min.
Ct= descenso de la columna del manémetro en el tiempo «t» corregi-
da para los cambios experimentados en la columna del T-b en el mismo

tiempo (presién. temperatura).

Dt = Cantidad de O, consumido durante el tiempo «t», en ],
y, Koy= Constante de cada matraz para medida de consumo de O’

Véanse en la Fig. 10 el protocolo utilizado, y los célculos efectuados

en un experimento de este tipo.

TABLA 3

Técnicas manométricas utilizadas para las determinaciones de las diversas actividades
enzimdticas en el respirémetro de Warburg

Eﬁ;:;‘a?ii Compartimento principal Pocillo central Compartimento lateral
— Respiracién Suspensién enzimdtica -+ 0.2 ml. de

endégena tampén fosfato KOH a 20 %
— Glucosa-oxidasa » » » 0,3 mls. glucosa 0,3 M.
— Succinato-oxidasa » » » 0,3 mls. succinato 0,3 M.
— Malato-oxidasa » » » 0,3 mls. malato 0,3 M.
— « -cetoglutarato- » » » 0,3 mls. @ -cetoglutara-

oxidasa , to 0,3 M.

— Fumarato-oxidasa ¢ » » » 0,3 mls. fumarato 0,3 M.
— Citrato-oxidasa » » » 0,3 mls. citrato 0,3 M.

— Parafenilendia-  Suspensién enziméatica +
mina-oxidasa 0,3 mls. de P. P. D. 0,186 M. +

(P. P. D.-ox.)

»

0,2

mls. de ascorbato
sédico 1 M.

1 —Salvo expresamente indicado, las determinaciones enziméticas se llevaron
a cabo en tampén fosfato de pH 7,4, 0,1 M.
— El volumen de la fase liquida (Vf) fue siempre de 3 mls.
— La temperatura de los ensayos fue siempre de 25 C. y los manémetros fueron

agitados a 144 agitaciones /minuto.
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TABLA 3

(Continuacion)

Actividad
b nzimatica

Compartimento principat

Pocillo central

Compartimento lateral

— Succinato-
deshidrogenasa

— Citocromo-oxi-
dasa

Suspensién enzimatica +
tampén fosfato +

0.2 mls. de

KOH al

0,1 ml. cianuro potésico 0.3 M. 20 %

0,1 ml. succinato potéasico 1 M.

Suspensién enzimatica +
tampén fosfato +

0,3 ml. citocromo ¢

(6 X 100 M)

0,1 ml. metasulfato de
fenazina

0,3 ml. ascorbato
s6dico 0,1 M.
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Fig. 10—Ejemplar de hoja de protocolo empleada para los registros manométricos.
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3.4—Técnicas para la determinacion de las diversas actividades enzi-
madticas.

Véanse en la Tabla 3, las actividades enzimaticas determinadas, los
tampones y reactivos utilizados, y la técnica seguida para cada determi-
nacion.

3.5—Cadlculo de las actividades enzimdticas

Tanto las actividades enzimaticas como los efectos producidos por
los inhibidores, se determinaron por el consumo de O, registrado por los
procedimientos descritos.

En virtud de las dificultades impuestas por la respiracién endégena,
en ciertos casos, se registré el consumo de oxigeno durante un periodo
inicial de 15-30 minutos, sin substratos ni inhibidores, al cabo del cual,
se comprobé el efecto sobre las pendientes de las «curvas de consumo»
obtenidas representando el oxigeno consumido (1’t) en funcién del tiempo
(1) (véase pag. 58). En otras ocasiones, el consumo del substrato y el
efecto de los inhibidores se calcularon por diferencia entre las pendientes
de las «curvas de consumo» de los matraces sin substrato ni inhibidores,
de los que tenian unos u otros.

Los valores que figuran en las tablas y que representan velocidades
de consumo de O, se han obtenido del valor de la pendiente de la «curva
de consumo» o de la tangente a la misma en un punto determinado.

CAPITULO 111

111.—ALGUNOS ASPECTOS BIOLOGICOS BASICOS DEL HEMISPORA
STELLATA

11-1—Introduccion

Existen algunos estudios en torno al Sporendonema epizoum rela-
tivos a sus temperaturas 6ptimas de desarrollo, intervalo de pH, fuentes
de nitrégeno e hidratos de carbono utilizables por el mismo, concentra-
ciones 6ptimas de CINa para su crecimiento en profundidad con agitacion
y aireacién, color del micelio desarrollado en medios s6lidos, resistencia
a las radiaciones ultravioleta, tamafio y forma de sus esporas, asi como
también sobre la inhibicién de su crecimiento por formalina, propionato
sédico, acido ascérbico. nitritos, etc. (Fraxk v Hrss. 1941a, 1941b;
Hyor-JANSEN 1939; Boyp & TARR, 1954; Varsey 1954 a, b, c).

k1 confusionismo que reina en la taxonomia de los hongos agrupados
en el género Sporendonema, (véase en la pag. 33), y la evidente diversidad
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de las numerosas cepas clasificadas por CIFERRI y REDAELLI como Spo-
rendonema epizoum (Franck y Hess, 1941b), hacen imposible deducir
de los datos bibliogrificos existentes, cuéles corresponden al microrga-
nismo originalmente denominado Hemispora stellata. No se poseen mis
datos realmente aplicables a éste, que los contenidos en las publicaciones
de VUiLLEMIN (1906 y 1931), y en la de CirERRI y REpAELLI (1934). En
lo que a la morfologia y morfogenia se refiere, existe entre estos autores
una clara divergencia de criterios.

El interés que en si mismo tiene el esclarecimiento de las caracteris-
ticas biolégicas basicas de cualquier microorganismo y lanecesidad de lo-
grar el sistema més 1til para la cémoda obtencién de un material abun-
dante y relativamente homogéneo con que llevar a cabo los experimentos
tendentes a aclarar el mecanismo del transporte de electrones de este
hongo, estimulé el planteamiento de los experimentos descritos en este
capitulo.

2-—Material, metodologia y productos

2.1.—Microorganismos.

Se parti6 de una cepa de H. stellata en tubo inclinado de agar
malta, suministrado por el «Centra albureau voor Shimmelcultures»

(Baarn-Holanda), que se sembré en agar malta, agar malta con gelatina,
medio liquido de VAISEY y medio de cultivo de salvado, por los procedi-
mientos descritos en la metodologia general.

2.2 —O0bservaciones microscopicas

Las observaciones microscépicas del micelio aéreo se realizaron en
cultivos en portaobjetos. v las del micelio cultivado en profundidad, en
extensiones tefiidas (pag. 40).

2.3 —Microfotografias y micrometrias

Las microfotografias del micelio aéreo fueron realizadas «in vivo»,
y las del micelio cultivado en profundidad, previa tincién con azul de
metileno.

Las determinaciones de tamarfio se efectuaron por las técnicas de mi-
crometria standard.

2.4—Composicién quimica bdsica.

Las determinaciones de proteina se realizaron previa digestién de
las muestras, determinando el nitrégeno por el método de Jornson
(1941) vy refiriendo las lecturas a una gréfica patrén (véase pag. 39).
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'El contenido lipidico se calculé por extraccién con metanol-acetona
antes y después de la acidificacién, segiin se indica en la péagina 41.
Las cenizas se determinaron por incineracién y pesada (véase pag. 41).

3—Resultados.
3.1—Morfologia y ciclo evolutivo.
Morfologia.

La cepa de H. stellata con que hemos trabajado, crece en la superficie
de las placas de agar malta formando colonias redondeadas y abultadas
en forma de botones, de aspecto felposo y color marrén de tonalidad varia-
ble de acuerdo con las condiciones de cultivo, siendo mas intenso cuanto
menor es la concentracién salina. La superficie de estas colonias, que en
un principio es lisa, se vuelve rugosa a medida que envejecen, por unos
plegamientos que se producen en sentido radial.

Estas colonias estin formadas por filamentos, unidos a la masa de
agar por un sistema de hifas, de 1-1,5 micras de grosor que se adentran
en el mismo a modo de raices, y que constituyen el soporte del micelio
aéreo. El micelio aéreo estd formado por una complicada trama de hifas
profusamente ramificadas. En el extremo de algunas de ellas se observa
el conidiéforo, (Fig. 14) provisto de largas cadenas de esporas, general-
mente redondeadas, de 1,5 micras de didmetro y de color marrén.

Las esporas o conidios, observadas «in vivo» al microscopio, a 675
aumentos, en los cultivos de agar malta, ofrecen un aspecto rugoso
(Fig. 13) y su forma, que al principio es cilindrica, va haciéndose mas
esférica a medida que progresa la maduracién, por lo que la presencia de
siluetas rectangulares en las extensiones tefiidas, se debe probablemente
a la existencia en las mismas de conidios, que se han desprendido del
conidiéforo en un estado més atrasado de maduracién.

Ciclo evolutivo en medio de cultivo de agar malta.

El proceso germinativo posee caracteristicas semejantes en ambos me-
dios de cultivo, sélidos y liquidos, pero no asi el desarrollo del micelio.

Las esporas sembradas sobre la superficie del agar, tras un periodo
de incubacién, (que varia de acuerdo con las condiciones de cultivo en el
sentido en que puede verse en la pag. 68, que a 25°C en agar malta con
€l 7,5 % de CINa es de 18-24 horas, se redondean por sufrir probablemente
en adelgazamiento o pérdida de tonsistencia de su pared celular, que les
permite sufrir un cambio de forma e incluso de tamafio (Fig. 15). En
determinado momento se inicia en los conidios un crecimiento zonal,
formandose una gema (Fig. 15, 10-12 h.), que al continuar el crecimiento
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Fig. 11—Micelio aéreo de un cultivo de Hemispora stellata en medio de agar
malta. (136 X ).

Fig. 12—Micelio aéreo de un cultivo de Hemispora stellata en medio de agar
malta. (685 X).
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Fig. 13.—Conidios de Hemispora stellata (1360 x). Fig. 14.—Conidiéforo (1360 X).

»

da lugar a la formacién de un micelio incipiente que conserva todavia en
su extremo basal el abultamiento del conidio que lo originé (Fig. 14-20 h.).
Cuando la longitud del micelio llega a ser de unas 20 micras, se inicia la
primera ramificacién. Una de las dos hifas formadas crece hacia el interior
de la masa del medio de cultivo, y la otra en sentido ascendente, dando
lugar al micelio aéreo, que sufre a su vez miltiples ramificaciones.

El micelio aéreo esti constituido por una trama de hifas ramifica-
das, de 1-1,5 micras de grosor, en las que puede observarse la presencia de
septos cada 5-15 micras. En el momento de su desarrollo méaximo, las
hifas alcanzan una longitud de unas 300 micras.

A las 48 horas de incubacién se produce en un punto de la porcién
distal de algunas hifas una estrangulacién y subsiguiente engrosamiento
de la pared celular, que constituye el primer sintoma de la formacién
del conidiéforo. A partir de este momento se van formando nuevas estran-
gulaciones en el conidiéforo, que suele iniciarse en el extremo distal y
progresan hacia la base del mismo, mientras el conidiéforo contintia cre-
ciendo. La formacién de conidios puede tener lugar inicialmente, sin em-
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Fig. 16—Germinacién de esporas de Hemispora stellata cultivadas en medio
. . de Vaisey. (1360 x).
12 horas ; Concentracién de CINa, 7,5 %.

Fig. ' 15—Germinacién de esporas de Hemispora stellata cultivadas en medio Tempqratur? de cultivo 25 C.
de Vaisey. (1360 X ). 230 agit./minuto.
Coneentracion de CINa 7.5 %%.
Temperatura de cultivo 25 C. 67—

230 agit./ minuto.




bargo, en cualquier punto de la hifa delimitada por la primera estrangula-
cién. Las esporas, que se forman como resultado de estas estrangulaciones,
se acumulan en el extremo de la hifa, formando series de hasta 50 conidios.
Cuando los conidios estdn ya maduros se desprenden v, si las condiciones
ambientales les son favorables, inician un nuevo ciclo.

Ciclo evolutivo en medio de Vaisey

Las esporas sembradas en medio de cultivo de Vaisey que contiene
el 7,5 % de CINa. experimentan un proceso de germinaciéon muy semejante
al descrito para los medios de agar malta. La marcha del fenémeno no
funciona a igual ritmo en todos los casos; las variaciones que pueden pro-
ducirse, se deben probablemente a factores no controlados (edad de las
esporas, etc.)

Las esporas cultivadas en estas condiciones, adoptan, hacia las 6-10
horas, una forma redondeada, debido probablemente a un fenémeno de
adelgazamiento de la pared celular. Hacia las 12 horas se forman las pri-
meras gemas, y a las 14-18 horas, las primeras ramificaciones (véase
Fig. 15).

El micelio en medio liquido continiia su crecimiento y ramificacién
y, hacia las 18-20 horas, comienza a acumularse en la pared del recipiente
en agitacién, en la zona apenas bafiada por el medio de cultivo. Solamente
alli, si no se destruye el micelio formado, se pueden observar, al cabo
de 2-3 dias, indicios de esporulacién.

Micelio cultivado en superficie

Si a las diez horas de incubacién, a 25 C y 230 agit. por minuto, de
un cultivo de esporas en medio de Vaisey, que contiene el 7,5 % de CNa,
se suspende la agitacién, se registra, a los 3-5 dias de la siembra, un creci-
miento abundante en la superficie, con claras muestras de esporulacién.
Cultivos en agar gelatina

No licua la gelatina.
3.2—Influencia de la ‘concentracion de CINa sobre el crecimiento y

esporulacion en medio de agar malta.

Se prepararon seis lotes de tres placas de Petri con medio de cultivo

«agar-malta», y distintas concentraciones de CINa (0-3-7,5-9-12- v 15 70 ):
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se sembraron con 0,5 ml. de una suspensién de conidios que contenia
300 millones/ ml. y se incubaron 3 dias a 25 C.

Como puede apreciarse en la Fig. 17, hubo crecimiento en todo el
intervalo probado de concentracién salina, aunque a 0, y 15 % el creci-
miento es muy débil. Entre el 3 y el 9 %, es vigoroso. El desarrollo éptimo
parece alcanzarse con un 7,5 % de CINa.

Fig. 17—Influencia de la concentracién de CINa sobre el crecimiento y: esporu-
lacién en medio de «agar-malta».

3.3.—Influencia de la concentracién de ClNa sobre la germinacién en medio
de Vaisey.
Se prepararon 15 erlenmeyer de 500 ml. con 100 ml. de medio de

Vaisey, y se agruparon en lotes de 3 erlenmeyer. La concentracién de CINa
en cada uno de los lotes se ajust6 segin se indica en la Tabla 4.
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TABLA 4
Influencia de la concentracién de CINa sobre la germinacion en medio
de Vaisey
GERMINACION (%)
Incubacion
(horas) Concentracion de CINa
2,5 5 10 15 20
7 11-14 0,8 0,7
9 43-47-56 42-51 0,8
11 48 73-76 86-89 42
14 51 81 93 81 4
18 91 91 91 78
25 91
‘30
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Fig. 18 —Influencia de la concentracién de ClNa sobre la velocidad de germi-

nacién en medio de Vaisey.
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Cada erlenmeyer se sembré con 130 millones de conidios y se incu-

baron a 25 C y 230 agit./ min.

Se efectuaron recuentos periédicos de los conidios germinados y sin
germinar, en muestras constituidas por la mezcla de tres alicuotas de igual
volumen de cada uno de los recipientes componentes del lote. Los resul-

tados obtenidos se recogen en la tabla 4.

AZA. o
v [ ]
2
o
£
=z
=
O
o 5 ’
=}
2 12
hand [ ] [ ]
\/
]
4
5 10 15 20 (%)
1 2 3 L (M)
[ CLNa ]

Fig. 19—Influencia de la concentracién de CINa en el medio de Vaisey sobre

la velocidad de germinacién.
Tiempo necesario para la germinacién del 50 % .
Tiempo necesario para la germinacién del 75 %.
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3.4—Influencia de la concentracion de CINa sobre la produccién de co-
nidios en medio de salvado.

Se prepararon cinco lotes, de tres erlenmeyer (100 ml.) cada uno. En
cada erlenmeyer se pusieron 3,75 grs. de salvado y 2,85 ml. de una solu-
cién de ClNa al 20, 15, 10, 5 y 0 % respectivamente. Cada erlenmeyer fue
sembrado con 1 ml. de una suspensién de conidios que contenia 160 mi-
llones/ ml., y se incubaron a 25 C.

A los tres dias, se afiadié a cada erlenmeyer, 50 ml. de una solucién
diluida de «Teepol», y se agitaron para suspender las esporas. La adicién
de «Teepol» se efecttia por haberse comprobado que facilita considerable-
mente el arrastre de las mismas.

Las suspensiones se filtraron a través de gasa y se mezclaron las de
los erlenmeyer componentes del mismo lote.

Se tomé una alicuota de cada mezcla y se cont6 el namero de conidios.

En la Tabla 5 figuran los resultados obtenidos. Las cifras de la se-
gunda coluinna se hallan ajustadas para la dilucién introducida por el
inéculo de la siembra.

Con los datos de esta tabla se ha confeccionado la Fig. 20, que de-
muestra que el rendimiento méximo de esporas se obtiene humedeciendo
el salvado con disoluciones de CINa al 3,5 % aproximadamente, por lo
que teniendo en cuenta la disolucién habitualmente realizada por la
siembra, se eligié para el posterior acopio de esporas, el método descrito
en la pagina 35.

TABLA 5

Influencia de la concentracion de ClNa sobre la produccién de esporas
en medio de salvado.

Erlenmeyer CINa Esporas
(N.) (%) : millones /erlen.
1-2-3 0 4.090
4-5-6 3,7 1.020
7-8-9 74 7.300

10-11-12 11,1 5.600
13-14-15 148 4.450

3.5—Influenicia del almacenamiento de las suspensiones de conidios
en el frigorifico, sobre la germinacién en medio de Vaisey.

Se preparé una suspensién de conidios con 260 millones/ml.; que
se mantuvo entre Q' y 5 C. a lo largo de todo el experimento.
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Periédicamente se fueron sembrando dos erlenmeyer cada vez, de
medio de Vaisey con 7,5 % de CINa, utilizando un inéculo de 4 ml. de la
citada suspensién. Los erlenmeyer asi inoculados, se incubaron a 25 C y
230 agit./min. A las 13 horas de la inoculacién, se tomaron al'cuotas. se
efectuaron recuentos de las suspensiones para determinar el porcentaje
de germinacién. y con ellos se ha confeccionado la Iig. 21 que representa
el % de germinacién en funcién del per odo de almacenamiento.
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Fig. 20—Influencia de la concentracién de CINa sobre el crecimiento y esporu-
lacién en medio de salvado.

Incubacién = 3 dias.

Temperatura = 25 C.
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TABLA 6

Influencia del tiempo de almacenamiento de las esporas, sobre la
germinacion en medio de Vaisey

Almacenamiento Germinacién
(dias) (o)
1 16,2
4 17,5
9 12,6
16 11,9
21 13,6
25 14.8
36 17,0
A — Temperatura de almacenamiento = 0 -5 C.
— Concentracién de CINa en el medio de Vaisey = 7,5 %.
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I'ig. 21.—Influencia del tiempo de almacenamiento de las suspensiones de co-

nidios sobre la germinacién.

— Temperatura de almacenamiento = 0 -5 C.
— Concentracién de CINa en el medio de Vaisey =,7,5 %.

3.0—Influencia de la concentracion de conidios en el medio sobre la
velocidad de germinacion.

Se prepararon cinco erlenmeyer de 500 ml., con 100 ml. de medio
de Vaisey. preparado con 7.5 % de CINa. Se sembraron con cantidades
crecientes de conidios que hab an permanecido 14 das en el frigorfico
(0-5 C. Los erlenmeyer sembrados. se incubaron a 25 C y 230 agit./ min.
\ las 15 horas de incubacién se efectuaron recuentos del ndmero total
de conidios, y del porcentaje de germinacién.

Iin la Tabla 7 pueden verse los resultados obtenidos. y en la I'ig. 22
la representacién grafica del porcentaje de germinacién en funcién de la
concentracién de conidios.

TABLA 7

Influencia de la concentracion de conidios en el medio
sobre la germinacion

Concentracion de conidios Germinacion

(millones /ml.) (%)
4,82 5547
13,45 48,70
22,75 45,50
43,75 37,27
84,25 33,80

— Medio de'Vaisey con el 7,5 % de ClNa.

— Recuentos efectuados a las 15 horas de incubacién.

3.7.—Comparacion del proceso germinativo de los conidios obtenidos
en placas de agar-malta y en medio de salvado.

Se sembraron placas de Petri de agar-malta y erlenmeyer con medio
de salvado, segiin se describe en la metodologia general. Al cabo de tres
dias, se recogieron los conidios del salvado por el procedimiento standard,
y de las placas de Petri inundéndolas con una pequefia cantidad de agua
estéril, y agitdndolas suavemente por rotacién.

Los conidios asi obtenidos del salvado, y de las placas de Petri, se
inocularon en erlenmeyer con medio de Vaisey (7,5 % de CINa), que se
incubaron a 25 C y 230 agit./ min. (El inéculo fue en ambos casos de
3.000 millones de conidios/erlenmeyer).
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Fig. 22—Influencia de la concentracién de esporas en el medio de cultivo sobre
la velocidad de germinacién.

Se tomaron periédicamente alicuotas, en las que se determinaron los
porcentajes de germinacién. )

Los datos obtenidos se representan graficamente en la Fig. 23, donde
puede observarse que los conidios crecidos en agar-malta germinan antes
y de manera mas uniforme.
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Fig. 23—Comparacién del proceso germinativo de conidios obtenidos en placas
de agar malta. y de los obtenidos en medio de salvado.

a = Procedentes de agar-malta.
b = Procedentes de medio de salvado.
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3.8—Efecto de diversos tratamientos sobre la germinacion de los conidios
en medio de Vaisey.

Cualquier tipo de estudio fisiolégico o bioqu mico de los hongos. se
ve considerablemente dificultado. en su aspecto cuantitativo, por la exis-
tencia simultédnea de numerosos estados de desarrollo.

La germinacién en medio de cultivo de Vaisey de los conidios produ-
cidos en medio de cultivo de salvado. es mas lenta e irregular que la que
se registra con los conidios producidos en agar malta. Se consideré por
ello oportuno intentar una sincronizacién del proceso germinativo. para
lo que se llevé a cabo la siguiente experiencia en la que se probaron los
efectos de la congelacién v el shock térmico. que como demostraron
TuriaN y CANTINO (1959) sincronizan el desarrollo de Blastocladiella

Cmersonti.

Se prepararon 5 lotes de 2 erlenmeyer de 500 ml.. con 100 ml. de
medio de cultivo de Vaisev con 7.5 % de CINa. y se sembraron con una
suspensién de conidios de 6 dias que contenian 1015 X 106 coni-
dios/ ml. L] lote «control» no recibié tratamiento alguno; el segundo lote
se congel6 a -20 C y descongel6; el tercero se mantuvo durante 5 minutos
agitando a mano en un bafio de agua a 35 C; el cuarto y quinto fueron
sometidos por el mismo procedimiento a 50 C y 70 C respectivamente.
Los tres lotes. sometidos a tratamiento termico, fueron inmediatamente
enfriados a 25 C e incubados a 230 agit./ min. a esta misma temperatura.
Se tomaron. durantc la incubacién, muestras a diferentes tiempos y se
efectuaron recuentos de conidios germinados.

Los resultados obtenidos se hallan en la Tabla 8 y Fig. 2.

TABLA 8

Efecto de diversos tratamientos de activacion sobre la germinacion

de los conidios en medio de cultivo de Vaisey (7,5 % ClNa).

Germinacion (%)

Lotes Horas de incubacién

13 : 45 1550 17: 00
Control 47,0 57,8 58,5
Congelado y descongelado 46,2 55,0 60,0

a—20C

5 min. a 30 C 62,4 65,2 65,7
5 min. a 50 C 15,1 46,9 51,5
5 min. a 70 C 1,1 1,0 0,6
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k 1g.l24-.—-Efch0 de div'crsos tratamientos de activacion sobre la germinacién de
los conidios en medio de cultivo de Vaisey (7.5 9, CIN a).

a = Control; b = Congelado y descongelado
a-20C;¢c = 5min.a30C;d = 5min.a50 C;¢ = 5min.a70 C.

‘ A la vista de los resultados obtenidos,se concluyé que la congelacién.
lejos de activar. retrasaba la germinacién de los conidios y no sélo no
sincronizaba el fenémeno, sino que lo hac'a més heterogcneo.

[£] tratamiento térmico a 75 C durante 5 minutos inactiva totalmente
a las esporas. k] tratamiento a 55 C aunque tal vez sincroniza algo la ger-
minlacién, la retrasa considerablemente, y el de 35 C -5 minutos. la
acelera.
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Para confirmar este extremo y aclarar si el crecimiento era o no sin-
cronizado simultineamente, se plante6 otra experiencia.

* %k ¥k

Se sembraron dos lotes de 2 erlenmeyer de medio de Vaisey (7.5 % de
CINa) con un ml. de suspensién de conidios que contenia 2486 X 10°
conidios/ ml. E1 primer lote se consideré como «control» y no recibié
tratamiento alguno. El segundo fue sometido a incubacién en un baio
de agua a 35 C durante 5 minutos. = espués de este tratamiento, los erlen-
meyer fueron enfriados a la temperatura ambiente (20 C) antes de su
incubacién. La incubacién se realizé a 25 C y 230 agit./ min., y se efectua-
ron recuentos de muestras extraidas de los erlenmeyer «control» y «mues-
tra», a diferentes tiempos de incubacién (véase Tabla 9 y Fig. 25).
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Iig. 25—Efecto de la incubacién a 35 C durante 5 minutos, sobre la germinacién
de los conidios en medio de Vaisey (7,5 %0 CINa).
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Esta experiencia confirma la activacién de los conidios por el trata-
miento a 35 C durante 5 minutos y sincroniza ligeramente el proceso.
El efecto, es, sin embargo, tan poco marcado, que se consideré6 que no
valia la pena utilizarlo experimentalmente.

TABLA 9

Efecto de la incubacion a 35°C durante 5 minutos sobre la germinacién
de los conidios en medio de Vaisey,

Germinacién (%)

Lote H
Horas de incubacion
12 :25 13:25 15 : 00 16 : 35 18 :25
Control 19,1 33,0 41,5 44,5 47,0
Muestra 19,4 34,2 43,5 46,0 48,2

I Las cifras de la tabla indican la media aritm«tica de dos recuentos

—Composicién quimica bdsica.

Se llevé a cabo un estudio de la composicién quimica basica de los
conidios, micelio cultivado en profundidad, y micelio cultivado en super-
ficie. Se procedid primero a la obtencién de residuo seco. v se efectuaron
luego las determinaciones de cenizas, extracto lipidico y proteina, sobre
al cuotas del mismo (vcase la metodologia general).

Los resultados obtenidos figuran en la Tabla 10.

TABLA 10

Composicién quimica bdsica de conidios, micelio cultivado en profundidad,
y micelio cultivado en superficie.

Conidios Micelio
Residuo seco En profundidad En superficie
30 % 18,6 % 26,2 %
Cenizas 3.4 6,4 20,8
Ext. lipidico 34,6 25,7 36,7
Proteina 32,8 65,7 38,0

—Los valores de la tabla estin expresados como porcentaje del residuo seco.
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Discusion.

Nuestras observaciones relativas a la morfologia de las colonias estan
plenamente de acuerdo con VUILLEMIN (1906). También lo estan en lo
que concierne al engrosamiento de la pared de la hifa en la parte de la
misma que va a constituir la porcién basal del conidiéforo y en la presen-
cia de una estrangulacién inicial en el punto donde se constituye el primer
septo, en lo que difieren claramente de las descripciones de CIFERRI y
ReiAELLI (1934).

La formacién de conidios parece tener lugar por segmentacién pro-
gresiva de la porcién de la hifa delimitada previamente por el primer septo
o estrangulacién de un modo, por lo deméas semejante a la formacién de
las artrosporas, en tanto que sigue creciendo el conidiéforo, o la porcién
de la hifa separada por el primer septo.

Sin que esto suponga admitir los conceptos de protoconidio y deute-
roconidio, es evidente que existe cierta diferencia entre la formacién de
artrosporas y la esporogénesis del Hemispora stellata.

Las modificaciones observadas en el color de las colonias con los
cambios de la concentracién salina, confirman las observaciones de
Frank y HEss (1941b) relativas al color de los hongos marrones haléfilos.

La ausencia de licuacién de la gelatina esta en abierta contradiccién
con las observaciones de Cirerri y REi AELLI (1934), que afirman que las
cepas de S. epizoum por ellos estudiadas, entre las que se encuentra la
original de Hemispora stellata de VUiLLEMIN, licuan casi completamente
la gelatina. En este aspecto es evidente también la diferencia entre nuestra
cepa de H. stellata y las haléfilas facultativas aisladas por Frank y Hess
(1941b).

El tamafio de los conidios producidos por nuestra cepa, es considera-
blemente inferior al citado por VUILLEMIN e inferior también a los valores
que Frank y Hess (1941b) dan para todas las cepas de hongos marrones
haléfilos obligados o facultativos incluidos en el género Sporendonema.

Nuestra cepa de Hemispora stellata es un hongo haléfilo facultativo,
capaz de crecer en ausencia de CINa, y que deberia por este concepto ser
agrupado con las cepas para las que Frank y HEss proponian el nombre
de Sporendonema minutum. Las divergencias citadas en el comportamiento
frente a la gelatina y en el tamafio de las esporas, ponen claramente de
manifiesto la desigualdad entre nuestra cepa de H. stellata y las del pro-
puesto S. minutum estudiado por los citados autores.

Nuestra cepa difiere también claramente en este aspecto de la cepa
de S. epizoum aislada por VaisEY (Vaisey 1954¢), que no se desarrolla
a concentraciones de cloruro sédico inferiores al 3 %, a menos que se sus-
tituya la sal por las concentraciones de glucosa de igual presién osmética.

La germinacién no se ve afectada por el almacenamiento de los coni-
dios a 3-5 C al menos durante periodos de un mes. Si lo esta, en cambio,
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por la concentracién de conidios presentes en el medio de germinacién;
la velocidad de germinacién es inversamente proporcional al IOgaritm;
de la concentracién de conidios, y se reduce a la mitad aproximadamente
al multiplicar por 20 la concentracién. Esto pudiera ser una consecuencia,
del menor grado de aerobiosis que crean las suspensiones de conidios mas
cancentradas; es menos probable que sea consecuencia de las sustancias
autoinhibidoras arrastradas por los conidios como ocurre con los uredina-
les (ALLEN. 1955) o el Erysiphe graminis (I ovsch, 1954), Ya que nuestra
técnica de recogida, purificacién y siembra implica numerosos lavados
sucesivos. También puede tratarse de sustancias inhibidoras liberadas dy-
rante el proceso germinativo, entre las que podria encontrarse el propio
anhidrido carbénico, como se ha sugerido en otros casos (STock, 1931;
MAGIE, 1935).

La superior uniformidad y mayor rapidez del proceso germinativo
de los conidios obtenidos en agar-malta, frente al de los obtenidos en
medio de salvado (véase fig. 23), parece més bien reflejo de las distintas
condiciones de recogida a que han sido sometidos. El procedimiento de
recogida a partir de salvado es mas dréstico y sin duda arrastra no sélo
las esporas totalmente maduras, sino también las que aiin no han comple-
tado el proceso de maduracién, las cuales probablemente nunca germinan.
Es probable que la recogida a partir de las placas de Petri, arrastre tinica-
mente las esporas maduras. :

A diferencia de lo que ocurre con un buen nimero de hongos sapro-

* fitos (WELSFORI , 1907; « 01 GE, 1912 y KrEITLOV, 1943), el tratamiento

por calor (35 -55 C, 5 minutos), no activa los conidios, sino que por el
contrario retarda su germinacién, aunque en cierto grado parece sincroni-
zarla. Tampoco parece lograrlo la congelacién.

CAPITULO TV

IV.—MODIFICACIONES QUIMICAS Y METABOLICAS SUFRIDAS
POR EL HEMISPORA STELLATA DURANTE EL PROCESO
GERMINATIVO

IV.1:—Introduccién.

Los hongos suelen sufrir, durante el proceso germinativo, notables
cambios quimicos y metabélicos que permiten incluso distinguir distintas
etapas metabédlicas durante la germinacién. Los cambios metabélicos
son en algunas ocasiones tan acusados, que para poner fin al perfodo de
latencia precisan la presencia de sustancias que no pueden ser luego utili-
zadas por la espora germinada y son innecesarias, por tanto, para el de-
sarrollo de la hifa (ScHoprER, 1942). "
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Las modificaciones sufridas por el contenido en lipidos e hidratos
de carbone han sido detalladamente estudiados en Neurospora tetrasperma
por SUSMAN y LincaPa (SusMAN y LiNcapa, 1959; LiNcaPA y SusMan,
1959), pero no existe ningfin estudio similar en ninguno de los hongos cla-
sificados como Sporendonema epizoum.

La composicién quimica citada en el capitulo precedente, de las es-
poras de H. stellata, el micelio de 48 horas cultivado en profundidad y
el micelio cultivado en superficie, evidencia que también en este hongo
existen diferencias muy profundas entre la composicién quimica basica
en las distintas etapas de su desarrollo.

Tal vez los cambios metabélicos méas importantes, (y sin duda de
mayor importancia para nuestro estudio) son los experimentados por la
actividad respiratoria, que suele ser minima en las esporas latentes y sufrir
incrementos muy notables durante el proceso germinativo, como han de-
mostrado Gontary, SusMAN y SMITH en N. tetrasperma (Govpary, 1935;
GovvarRy y SmITH, 1938; Susman y col. 1953); RunoLPH y ofros en
Phycomyces blakesleavus (Ruvorpu, 1960, 1961); MaNIELS en Myor-
thecium verrucaria (ManLELS y NORTON, 1948; MANIELS y | ARBY, 1953)
y TERN1 y MocHizuk1 en A. orizae (TERnI y MocHIZUKI, 1955).

Esta regla no es, sin embargo, universalmente vélida, y no la cum-
plen, por ejemplo, las esporas de Puccinia graminis tritici (SHu, 1954),
ni las de Fusarium solani phaseoli con ciertos sustratos (V. W. COCHRANE
y col. 1963 a, b).

Las variaciones de la actividad respiratoria tienen que ser fiel reflejo -

de cambios semejantes sufridos por algiin enzima componente de la ca-
dena respiratoria. que en determinado momento del ciclo evolutivo puede
hallarse en cantidades insuficientes, o en condiciones inadecuadas para una
actividad plena.

En el presente capitulo se describen algunos experimentos tendentes
a explorar los cambios sufridos por H. stellata en su composicién quimica
basica y en algunas de sus actividades respiratorias, durante el proceso
de germinacién.

IV.2—Métodos.

Las determinaciones de residuo seco, proteina y extracto lipidico,
se realizaron segin se describe en el capitulo anterior, y en la metodolo-
gia basica general.

Las de nitrégeno lipidico se efectuaron por el método de JoHNsON,
en muestras de extracto lipidico.

Los hidratos de carbono totales, se calcularon por diferencia hasta
100 de la suma ceniza + proteina + lipidos (corregida para evitar contar
dos veces el N soluble de los lipidos).
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La respiracién endégena se determiné midiendo el consumo de oxi-
geno en ausencia de sustrato por el método directo de WARBURG. Las acti-
vidades succinato y glucosa oxidasa se midieron a través del consumo de
oxigeno en presencia de glucosa y succinato segiin se describe en el capi-
tulo I1. :

Las determinaciones de porcentaje de esporas germinadas, por el
sistema descrito en la metodologia general.

N.total X 626 4
701 1
]
o
xx
601 3
[
©
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O 501 [ o
prs N. lipidico o
o
o (8]
3 407 25
0 ‘a
o —
301 Ext. lipidico =
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o 20] 1
101 H. de carbono
O
10 20 30 40

INCUBACION ( horas )

Fig. 26—Variaciones en la composiciéon quimica del H. stellata a lo largo del
proceso germinativo.
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IV.3.—Resultados.
3.1—Vartaciones en la composicién quimica.

Se sembraron 6 erlenmeyer con una suspensién de conidios que con-
tenfa 400 millones/ ml., mantenida durante 35 dias en el frigorifico. Se
incubaron a 25 C y 230 agit/min. A las 18 : 28 y 45 horas se detuvo la in-
cubacién de dos erlenmeyer y se separé el micelio.

Sobre los conidios de procedencia y los micelios, se hicieron determi-
naciones de exiracto seco, ceniza, proteina, lipidos totales, y lipidos que
contienen nitrégeno. Los resultados obtenidos se recogen en la Fig. 26.

2.—Evolucién de las actividades, respiracién endégena y glucosa oxidasa
a lo largo del proceso germinativo.

Se incubaron, con la misma suspensién de conidios citada en 1, 35
erlenmeyer con medio de Vaisey que contenia 7,5 % de CINa, y se incu-
baron a 25 C y 230 agit./ min. Periédicamente se suspendi6 la incubacién
de cierto niimero de matraces (los necesarios para la obtencién de la can-
tidad adecuada de micelio). Con el micelio asi obtenido, se prepararon
suspensiones adecuadas para las determinaciones respirométricas, realizan-
dose en las mismas, recuentos totales y de porcentaje de germinacién.
En una alicuota, se determiné el contenido proteico. Los datos obtenidos
de los recuentos y las determinaciones de proteina figuran en la Tabla 11.

TABLA 11

Relacion existente entre periodo de incubacién, germinacion, y sintesis
proteica en las esporas

Incubacion Germinacién Proteina
(horas) [C)) (megrs. /100y esp.)
0 0,50 0,40
2 0,66 0,75
4 0,68 0,47
6 0,99 0,62
8 1,1 0,50
10 2,5 0,93
12 10,0 1,19
14 26,5 1,61
16 35,2 2,99
18 41,7 3,15
20 42,8 5,82
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La sintesis proteica y la evolucién de la R. E. y la glucosa-oxidasa
se representan en la Fig. 27 y Tabla 12. ’
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Fig. 27—Sintesis proteica y evolucién de las actividades respiracion enddgena
y glucosa-oxidasa durante la germinacién de las esporas de H. stellata.

3—Evolucién de la actividad succinico-oxidasa durante la germinacion,

Los hongos filamentosos ofrecen considerables dificultades para el
registro manométrico de sus actividades metabdlicas, por tener velocida-
des de respiracién endégena sumamente elevadas. A falta de técnicas ra-
dioisotépicas, sélo se han encontrado dos métodos de hacer frente a este
problema: a) el agotamiento del sustrato endégeno, y b) el uso de inhi:
bidores de la respiracién endégena.
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TABLA 12

Relacion existente entre el desarrollo celular durante el proceso
germinativo, y las actividades respiracién enddgena y glucosa-oxidasa

Actividades especificas
(#1 0g/h./mgr. prot.)

Incubacién Germinacion

s (%) Resp. Resp. endég. +
enddgena Glucosa oxidasa

0 0,50 8,9 13,45

2 0,66 14,3 14,55

4 0,68 19,6 27,00

6 0,99 17,2 32,20

8 1,1 19,4 40,60

10 2,5 19,8 40,60

12 10,0 18,3 40,80

14 26,5 10,1 37,50

16 35,2 9,8 31,50

18 41,7 96 33,70

20 42,8 6,3 17,70

El efecto de los inhibidores de la cadena respiratoria, se estudia en
el capitulo 8.

Intento de agotamiento de la R. E.

El agotamiento del sustrato endégeno ofrece notables dificultades
derivadas de la posibilidad de que el metabolismo de las células agotadas
difiere del de las células frescas (BLUMENTHAL, 1963; MosEs, 1959).

Los primeros intentos de deteccién de la actividad succinato-oxidasa
en células enteras dieron resultados poco convincentes debido al oscure-
cimiento de los mismos por las elevadas respiraciones enddgenas. Se
pensé que el agotamiento del sustrato endégeno pudiera aclarar el proble-
ma. Para lograrlo se probaron dos sistemas: a) mantener las células en
el aparato de W arburg, como para la deteccién de la respiracién endégena,
efectuando lecturas periédicas, y b) incubando el micelio durante periodos
diversos, en tampén fosfato de pH 7,4, 0,1 M., en ausencia de sustrato.

Ambos métodos pusieron de manifiesto la imposibilidad de agotar
el sustrato endégeno de una manera apreciable en unas 10-20 horas,
momento en que el consumo de oxigeno aumenta de una manera drama-
tica que, pese a guardar en esta operacién una cuidadosa asepsia, parece
deberse a la proliferacién microbiana, a juzgar por el anélisis microscépico
de las suspensiones de células utilizadas en los ensayos.
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Evolucién de la actividad succinato-oxidasa a lo largo del proceso ger-
minativo y condiciones dptimas para la determinacion de esta actividad.

Este experimento se llevé a cabo fundamentalmente con objeto de
determinar el momento éptimo para el registro de la actividad succinato-
oxidasa, basdndose en la acusada diferencia existente entre las activida-
des glucosa-oxidasa + respiraciéon endégena y respiracién endégena en
las fases finales del proceso germinativo (véase en la Fig. 28) y en el su-
puesto de que con esta actividad se produjera un fenémeno parecido.

Se sembraron 9 erlenmeyer de medio de Vaisey (7,5 % de CINa),
con una suspensién de conidios (30 X 10 ¢ conidios/ml. de medio, apro-
ximadamente) mantenida durante 30 dias en el frigorifico. Se incubaron
a 25 C y 230 agit./ min. Al cabo de 12, 15 y 17 : 30 horas, se detuvo la
incubacién, se recogié y lavé el micelio y se resuspendié en 10 ml. de
tampén fosfato (pH 7,4, 0,1 M.), 5 ml. fueron utilizados para el registro
de las actividades glucosa-oxidasa, respiracién endégena y succinato-
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Fig. 28—Evolucién de las actividades: respiracién endégena, glucosa-oxidasa
y succinatoroxidasa, en las fases finales del proceso germinativo.
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oxidasa, y los otros cinco mililitros se sonicaron durante 30 minutos,
procediéndose a continuacién al registro de las actividades succinato-
oxidasa, respiracién endégena y glucosa-oxidasa en el sonicado total.

Los datos recogidos figuran en la Tabla 13 y se representan grafica-
mente en la Fig. 28.

TABLA 13.

Actividades especificas respiracion enddgena, glucosa-oxidasa + respira-

cién enddgena, y succinato-oxidasa +. respiracion endégena de células

enteras en funcion de diversos periodos de incubacion, y efecto de la
sonicacién (30 minutos).

Actividades especificas
({1 O, consumido / h./mgr. proteina)

Células enteras Células sonicadas

Incubacién 12 15 17 : 30 12 15 17:30

(horas)
Respiracién endégena 10 3,25 1,23 2,52 1,09 0,35
Glucosa-oxidasa +
respiracién endégena 23 10,36 8,23 2,56 1,40 0,44
Succinato-oxidasa +
respiracién endégena 12 5,65 2,97 2,86 1,40 0,58

IV—4  Discusién

La sintesis de proteina, y la de sustancias nitrogenadas solubles en
alcohol-acetona (biuret negativas), parecen estar estrechamente correla-
cionadas; su porcentaje asciende notablemente durante el proceso germi-
nativo y desciende en cuanto cesa la produccién de gemas, y progresa el
crecimiento de las hifas. Esto no quiere decir, sin embargo, que la sintesis
de proteina y de sustancias nitrogenadas solubles en alcohol-acetona sea
particularmente activa durante las etapas que preceden a la gemaci6n.
La observacién de la grafica (Fig. 27) muestra que la sintesis global no
comienza a tener importancia hasta que las gemas no se han formado y
que sigue luego con notable intensidad a medida que las hifas van creciendo.
Los incrementos en el porcentaje de estas sustancias en las etapas iniciales
de la formacién del micelio debe ser reflejo, no sélo de su sintesis sino
también del agotamiento de otros componentes, hidratos de carbono y
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lipidos, que suministran la energia necesaria para las distintas activida-
des implicadas en el proceso germinativo (la propia sintesis de proteina
entre ellas). De igual modo, la disminucién del porcentaje que suponen
del extracto seco total, debe ser consecuencia del incremento posterior
en la sintesis de lipidos y sobre todo de hidratos de carbono. Si la sintesis
global de proteina no es muy acusada durante las etapas iniciales del pro-
ceso germinativo (Fig. 27), si debe serlo en cambio en lo que se refiere
a determinados enzimas necesarios sin duda para el comienzo de la germi-
nacién entre los que se hallan los componentes de la cadena respiratoria,
las deshidrogenasas de los sustratos endbgenos y productos derivados de
las mismas, y las de los metabolitos derivados de la glucosa.

Esta sintesis proteica preferente se refleja en un incremento inmedia-
to de la respiracién endégena; el de la glucosa-oxidasa se retrasa un par
de horas, tiempo sin duda necesario para la induccién de la glucosa per-
measa o de algiin otro enzima limitante del metabolismo aerébico de la
glucosa, y contintia con su carécter preferencial durante 8-10 horas, por
lo que las actividades especificas siguen creciendo. Cuando las primeras
gemas comienzan a formarse y la sintesis global alcanza valores impor-
tantes, las actividades especificas bajan «por dilucién».

El contenido en lipidos e hidratos de carbono de las esporas, es muy
parecido; no asi el de las gemas (micelio de 18 horas), en el que casi no
existen sustancias hidrocarbonadas.

Aunque el descenso en el porcentaje del residuo seco representador
por los hidratos de carbono no refleja inicamente su consumo sino tam-
bién la activa sintesis proteica durante la formacién de gemas y la elon-
gacién de las hifas, parece evidente que los hidratos de carbono constitu-
yen la fuente energética endégena utilizada durante el proceso germinativo.
En este sentido, las esporas de H. stellata se asemejan a las de Neurospora
tetrasperma que utilizan como fuente primordial de energia durante la
germinacién, algunos hidratos de carbono y sélo comienzan a utilizar
lipidos cuando aquéllos han sido agotados (Lincapa y Sussman, 1959).

La evolucién de la actividad respiratoria se parece considerablemente
a la observada por RuvorLpu (1961) en Phycomyces blakesleanus, por
Horton (1960) en Neurospora teirasperma, y por MANDELS (1963) en
Myrothecium verrucaria. El incremento de la misma tiene que llevar con-
sigo el de los componentes de la cadena respiratoria. Sumamente impor-
tante a este respecto, es destacar las profundas variaciones sufridas por el
contenido en ubiquinona, mucho més alto en las gemas que en las esporas
(que se estudia en el capitulo VI) y la imposibilidad en que el autor se ha
encontrado de poner de manifiesto ningiin citocromo soluble en las esporas,
que contrasta abiertamente con lo que ocurre en las gemas (véase Cito-
cromos y Flavinas, Capitulo VII).
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CAPITULO V

V—FRACCIONAMIENTO CELULAR. PREPARACION DE
PARTICULAS TRANSPORTADORAS DE ELECTRONES, Y
PISTRIBUCION DE DISTINTAS ACTIVIDADES
ENZIMATICAS EN LAS FRACCIONES SUBCELULARES.

V.1—Introduccion.

En las células de los animales y vegetales superiores, los componen-
tes de la cadena respiratoria, se hallan localizados en estructuras definidas
de las mitocondrias (véase pag. 27). Su existencia en algunos hongos fue
demostrada ya en la década de 1940 (GuiLLERMONT, 1941), y ha sido
confirmada en muchas especies (MoORE y Mc ALEAR, 1961). En la mayor
parte de los microrganismos, es dudoso, sin embargo, que existan autén-
ticas mitocondrias. Los enzimas y deméas componentes de la cadena respi-
ratoria se hallan localizados en ellos en fragmentos membranosos que
probablemente sean porciones de la pared celular, y cuya preparacién y
empleo han resultado sumamente dtiles para el estudio de la cadena respi-
ratoria microbiana.

Los experimentos descritos en este capitulo estuvieron dirigidos a
la preparacién de particulas subcelulares transportadoras de electrones
y al estudio de la localizacién de las actividades enziméaticas componentes
de la cadena respiratoria.

V.2—Métodos.

2.1—Micelio.

Se utilizé micelio de 18 horas, obtenido incubando a 25 C y 230
agit./ min., medio de Vaisey con 7,5 % de CINa, inoculado con una sus-
pensién de conidios (ajustando su concentracién a 30-40 millones de coni-
dios por mililitro de medio de cultivo); centrifugando a 1.800 X g.
durante 5 minutos para eliminar el medio de cultivo, y lavando tres veces
con tampén fosfato de pH 7,4, 0,1 M.

2—Fragmentacién celular.

Se llevé a cabo por sonicacién en tampén de fosfato de pH 7,4, 0,1 M.,
a0-2C.

3 —Fracciones subcelulares.

Se obtuvieron por centrifugacién en la ultracentrifuga SPINCO
L-50, a 0-5 C, durante los tiempos y en los campos centrifugos que se
citan.
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4 —Medida de las actividades enzimdticas.

Las determinaciones de proteina y de las actividades enzimdticas : res-
piracién-endégena, glucosa-oxidasa, succinato-oxidasa, a-cetoglutarato-
oxidasa, fumarato-oxidasa, citrato-oxidasa, y p-fenilenodiamino-oxidasa,
se llevaron a cabo por los métodos descritos en la parte general.

V.3—Resultados.
3.1 —Efectos de la sonicacion sobre las distintas actividades enzimdticas.

Los experimentos descritos en el capitulo IV pusieron de manifiesto
la labilidad de los sistemas succinato-oxidasa y respiracién enddégena
frente a la sonicacién. Se consideré conveniente, por lo tanto, estudiar,
antes de intentar la preparacién de particulas transportadoras de electro-
nes, el efecto de la sonicacién sobre las actividades succinato-ox. y respi-
racién enddgena.

3.1.1—Andlisis preliminar de los efectos de la sonicacion sobre la respi-
" racién enddgena y la succinato-oxidasa.

El micelio procedente de 18 h. de incubacién, de 4 erlenmeyer con
medio de Vaisey (41,5 % de germinacién) se suspendié en 12,5 ml. de
tampén fosfato (pH 7,4, 0,1M.). Sobre una alicuota de la suspensién se deter-
mind el contenido proteico, la respiracién endégena, y la suma resp.
end. + succinato oxidasa.

TABLA 14

Efecto de la sonicacion sobre las actividades respiracion endégena y
succinato-oxidasa

Actividades especificas
(#1 Og /hora/mgr. proteina)

Resp. endogena Succin.-ox. + resp. end.

Células enteras 1,23. 2,82

Sonicacién 15 min.
Sonicado total 8,93 4,07

Sobren. 800 X g.-2,5 min. 243
Sonicacién 30 min. . . .
Sonicado total 0,77 1,81
Sobren. 800 X g.-2,5 min. 0 1,06 .

— Volumen de sonicacién = 7,5 ml.
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El resto fue sonicado durante 15 y 30 minutos en fracciones indepen-
dientes de 7,5 ml., y se determiné la actividad respiracién endégena y
succinato-ox. + resp. end., en alicuotas de los sonicados totales. Los soni-
cados fueron luego centrifugados a 800 X g. durante 2,5 minutos, sepa-
réndose un sedimento y un sobrenadante sobre el que se efectuaron nuevas
determinaciones de las actividades antes citadas. Los resultados obtenidos
se recogen en la Tabla 14.

92— Influencia de la presencia de sustratos sobre los efectos de la
sonicacion.

Teniendo en cuenta la proteccién que los sustratos ejercen sobre los
enzimas. y el efecto de la sonicacién sobre la succinato-oxidasa, se investigd
la posibilidad de proteger la S. O. (succinato-ox.) y la glucosa-ox, so-
nicando en presencia de glucosa y succinato.

El experimento se desarroll6 segin el protocolo de la Fig. 29.

Se sembraron 5 erlenmeyer con medio de Vaisey que contenia 7,5 %
de CINa, con una suspensién de conidios de 15 dias (de permanencia en
el frigorifico) (concentracién de conidios en el medio de cultivo = 20-40
millones / ml.), y se incubaron a 25 C y 230 agit./ min. durante 17 horas
y media.

4 erlenmeyer
( Vaisey 7°5 % ClNa )

Recogida y lavado del micelio

(a2 ml. )
3125 ml. 3°125 ml. ml.
(a 3°5 m:L.)1 (a3°5 ml.)2 CONTROL
8 on icaoc i 6 n 31 minutos
Succ.-0x. Glucosa~-ox. Respiracidén enddgena
Glucosa~oxidasa
Sucoinato—-oxidasa

1) con succinato K 0°3 M.
2) oon glucosa 0°3 M,

Fig. 29.—Marcha expe.rimental.
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Recogido y lavado el micelio, se resuspendié en 25 ml. de tampén
fasfato (pH 7,4 — 0,1 M). Se tomaron alicuotas para los recuentos y de-
terminaciones de proteina, y el resto se dividi6 en tres fracciones, dos
de 3,125 ml. y una de 9 ml. A las fracciones de 3,125 ml. se les afiadié
glucosa o succinato, ajustando su volumen a 3,5 ml. con fracciones de
0,375 ml. de una solucién de succinato potasico (0,3 M.) o glucosa (0,3 M.).
Las dos suspensiones asi preparadas y la de 9 ml. que iba a servir de con-
trol, fueron sonicadas durante 31 minutos: Al término de la sonicacién,
se retiraron alicuotas con las que se efectuaron recuentos y determinacio-
nes de proteina y se analizaron las actividades respiracién endégena, glu-
cosa-oxidasa y succinato-oxidasa de las suspensiones sonicadas. Los datos
obtenidos se recogen en la Tabla 15 y la Tabla 16.

TABLA 15

Efecto de la presencia de sustratos durante la sonicacion, sobre la activi-
dad succinato-oxidasa y glucosa oxidasa del sonicado total.

Actividades especificas
1 {£10, /h. /mgr. proteina)

Sustrato Resp. end. R. end. + Gluc.-ox. R.end. + Suc.-ox.
Glucosa 0,04 M. 0,49

Succinato K 0,04 M. 045
CONTROL 0,65 0,97 1,69

—Los registros de las actividades glucosa-oxidasa y succinato-oxidasa de las
suspensiones sonicadas en presencia de succinato o glucosa, se efectuaron sin ninguna
adicién de nuevo sustrato en el matraz de Warbung.

— Volimenes de sonicacién : control = 9 ml.: muestras' = 3,5 ml.

3—Efecto del tiempo y volumen de sonicacion sobre la actividad succinato-
oxidasa en los extractos libres de.células.

Se procedié de acuerdo con el esquema de la Fig. 30.
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Efecto de la sonicacion en diferentes volimenes y medios de suspension, sobre las

TABLA 16

células germinadas y sin germinar

Células enteras Células sonicadas (31 min.)
3,5 ml. 3,5 ml. 9 ml.
succinatoy glucosag Tamp. fosfatog

% esporas 38 % 12 % 10,1 % 21,0 %
germinadas
Células
(millones /ml.)
Totales 467,0 230,0 216,0 249,0
Germinadas 177,5 27,6 21,8 52,3
Sin germinar 289,5 202,4 194,2 196,7
% de células rotas
Germinadas 84,5 % 87,7 % 70,6 %
Sin germinar 30,0 % 329 % 32,0 %

1 Glucosa 0,3 M; 2 - Succinato potasico 0,3 M. 2 Tampén fosfato pH 7,4, 0,1 M.

7 erlenmeyer.
( Vaisey 7°5 % ClNa )

Recogida y lavado del micelio

( a 28 mle )
2 ml7?
gml. 3ml. 1mnl. 1 ml. 3mll. 8 ml.
Sonicacién 7 minutos Sonicacién 20 minutos.

| | | |

Centrifugaocidén-_800Xg. - 25 minutos

S 0O B REUDNUADANTTE S

- SUC,=0Xe SUC.=0Xe SUC.—0Xe  SUC.~0X. SUC.~0X. Suc.—0X,
SUC,—=0X, SUC.=0X. DUC.,ZO0Xe. 2UC.70Xe D20."D2e Dol

Fig. 30—Marcha experimental.
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El micelio de 7 erlenmeyer se resuspendié en tampén fosfato de
pY 7,4, 0,1 M. hasta un volumen de 28 ml. Se aparté una alicuota de 2 ml.
para recuentos y determinaciones de proteina, y el resto se dividi6 en dos
lotes de 3 fracciones (8, 3, y 1 ml.). Las fracciones del primer lote se
sonicaron durante 7 minutos, y las del segundo, 20 minutos. Todas las
fracciones fueron luego centrifugadas a 800 X g. durante 2,5 minutos.
e los sobrenadantes se separaron alicuotas para las determinaciones de
proteina, y se analizaron las actividades succinato-oxidasa. Los resultados
figuran en la Tabla 17 y Fig. 31.

3 E
5 120~
5 7]
€3 =
2 £
o -
EX
o <
0
< 2 <
et @
. w
o 10
i g
0 -
w
Q| <
5 i
> w
- -
4 o
<  ®
20 min. a.

VOLUMEN DE SONICACION { mlL.)

Fig. 31—Efecto del tiempo y volumen de sonicacién sobre la liberacién de
proteina, y la actividad succinato-oxidasa del extracto libre de células.
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TABLA 17

Efecto del tiempo y volumen de sonicacion sobre la actividad succinato-oxidasa

de los extractos libres de células.

Volumen de sonicacién

(ml.)

1 3 8

Sonicacién, 7 minutos
Proteina total (mgrs./fraccién) 21,1 44,25 88
Succinato-oxidasa:

act. especifica 0,16 0,37 3,59

act. total 3,36 16,4 316,00
Sonicacién, 20 minutos
Proteina total (mgrs./fraccién) 18,7 44.5 118.4
Succinato-oxidasa

act. especifica 0,12 0,05 0,14

act. total 2,24, 2,25 16,60

— Micelio con €l 36,9 9 de conidios germinados.

TABLA 18

Efectos del tiempo de sonicacion sobre las actividades succ.-o0x., succ-deshid., y cit.-ox.

presentes en los extractos libres de células.

Tiempos de sonicacién (minutos)

2 5 10 20 40
Act. especificas
Succinato-oxidasa 5,9 2,9 0,88 0,17 0,13
Succinato-deshid. 29,9 16,0 11,16 6,04 2,37
Citocromo-oxidasa 15,1 8,4 6,5 3.4 1,40
Act. totales
Succinato-oxidasa 254 001 935 20,3 20,5
Succinato-deshid. 1.495 1.620 1.182 708 388
Citocromo-oxidasa 757 855 690 396 229
Proteina total 50,4 101,2 106 118 164

(mgrs. en los 5 mls.)

—Volumen de sonicacién = 5ml.
— % de germinacién = 41,4 %.
—Concentracién de conidios durante la sonicacién 307,5 mill./ml.
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( pLO, /h. lgmg. prot.
hrd

101

ESPECIFICA

ACTIVIDAD

\k S.d
+em Cit-ox.
: —e l_SO.
0 20 40 '
SONICACION ( minutos )

Eig. 32—Efecto del tiempo de sonicacién, sobre la «actividad especifica»: succina-
to-oxidasa (S. O.), succinato-deshidrogenasa (S. d.), y citocromo-oxidasa (Cit.-ox.)
en el extracto libre de células.

N
o4

— Volumen de sonicacién = 5 ml.
— 9% de germinacién = 414 %.
— concentracién de conidios en el medio de sonicacién = 307,5 millones/ml.
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prot. total )

S

{ act. espec. X mgr

o
1000 - \
o
*

N—_

: ¢ SO.

TOTAL °

o~ Sd.

- Cit.-ox.

ACTIVIDAD

10 20 40
SONICACION ( minutos )

Fig. 33.—Efecto del tiempo de sonoracién. sobre la «actividad total». Sucinato-oxidasa
(S. 0.), Succinato-deshidrogenasa (S. d.) y citocromo (Cit-ox.) en el extracto
libre de célula.

— Volumen de sonicacién =5 ml.

— % de germinacién = 41,4 %

— Concentracién de conidios en el medio de sonicacién = 307,5 millones/sul.
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4.—Efecto del tiempo de sonicacion sobre las actividades succinato-oxidasa,
succinato-deshidrogenasa, y citocromo-oxidasa, presentes en los ex-
tractos libres de células.

El micelio obtenido de 7 erlenmeyer fue resuspendido en tampén
fosfato de pH 7.4, 0,1 M., y el volumen se enrasé a 26 ml. Se separé una
alicuota de 1 ml. para recuentos, y el resto se dividié en 5 fracciones de
5 ml., que fueron sonicadas durante 2, 5, 10, 20 y 40 minutos respectiva-
mente. Las fracciones sonicadas, se centrifugaron a 800 X g., 2,5 minutos,
y se analizaron las actividades succinato-ox., succinato-deshid. y cito-
cromo-ox. en los sobrenadantes. Los resultados obtenidos se hallan en la
Tabla 18 y Figs. 32 y 33. :

5—0Otras actividades enzimdticas en los extractos libres de células.

Ha sido imposible detectar en células enteras (incluso en las mejo-
res condiciones para el registro de la actividad succinato-oxidasa + resp.

SO .}/

w-
3 o
ON
/

CONSUMO

101 /

o Cite-0x.

/ -Cetog.-ox.

30
TIEMPO ( minutos)
Fig. 34—Actividades: succinato-oxidasa (S.0.), citrato-oxidasa (Citri-ox.),

| & -cetoglutarato-oxidasa ( 0.-cetog-ox.) y fumarato-oxidasa (Fum.-ox.) en el extracto]
libre de células.
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endbgena), actividades « -cetoglutarato-oxidasa. fumarato-oxidasa o citra-
to-oxidasa.

Suponiendo que la sonicacién tendria tan draméticos efectos sobre
estas actividades como sobre la succinato-oxidasa, se hizo un estudio com-
parado de la oxidacién del succinato, « -cetoglutarato, fumarato y citrato
en extractos libres de células obtenidos por sonicacién.

Se resuspendié en 15 ml. de tampén fosfato de pH 7.4, 0,1 M., el
micelio de 6 erlenmeyer. Se retiré una alicuota para recuentos (50 % de
germinacion), y el resto se sonicé durante 5 minutos en volimenes de
5 ml. El sonicado fue centrifugado a 800 X g. durante 2,5 minutos. El
depésito fue desechado, y se analizaron en el sobrenadante las siguientes
actividades: succinato-oxidasa, « -cetoglutarato-oxidasa, fumarato-oxidasa,
citrato-oxidasa. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 34.

A pesar de los repetidos intentos realizados, no se ha podido detectar
actividad alguna a -cetoglutarato-oxidasa, fumarato-oxidasa, o citrato-
oxidasa, en los extractos libres de células. Se consideré por tanto inttil
su estudio en las distintas fracciones obtenidas por centrifugacién.

6—Obtencion de particulas transportadoras de electrones. Distribucidn
de las actividades: respiracion endogena, succinato-oxidasa, succinato-
deshidrogenasa, y citocromo-oxidasa, en las distintas fracciones subce-
lulares.

El micelio procedente de 7 erlenmeyer se resuspendié en tampén fos-
fato de pH 7,4, 0,1 M., y se procedié segiin se describe en el esquema de
la Fig. 35.

Se separ6 una aliquota de 1 ml. para los recuentos, y se sonicé el res-
to durante 7 minutos en voliimenes de 5 ml. (la concentracién de conidios
en el medio de sonicacién era de 163 X 10 ® conidios/ml.; el % de conidios
germinados de 33,2 %). El micelio sonicado se centrifug a 800 X g. du-
rante 2,5 minutos; se deseché el depésito, y del sobrenadante (sobnte.
800 X g.) (21 ml.), se separ6 una alicuota (6,5 ml.), que se guardé para
los anilisis enzimaticos. Los 15,1 ml. restantes, se centrifugaron a
25.000 X g.durante 30minutos. El depésito obtenido (depro.25.000 X g.)
se ajusté a 8,5 ml., y se utilizé para las determinaciones enzimaticas. El
sobrenadante (sobnte. 25.000 X g.) se centrifugé durante 90 minutos
a 100.000 X g. El depésito de la centrifugacién (D-100.000 X g.) se
resuspendié y se ajusté el volumen a 9 ml. con tampén fosfato; esta
suspensién se utilizé para las determinaciones enzimaticas, lo mismo que
el sobrenadante (sobnte. 100.000 X g.) (13.4 ml.).

Los resultados de las determinaciones de las actividades respiracién
‘ndégena, succinato-oxidasa, succinato-deshidrogenasa y citocromo-oxi-
lasa de las diversas fracciones, figuran en la Tabla 19, y se representan
n las Figs. 36, 37,38 y 39.
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1—Distribucién de la actividad parafenilenodiamina-oxidasa (PPD-ox.)
en las diversas fracciones subcelulares.

JacoBs y colaboradores (Jacoss, 1960; Packer y JacBos, 1962) y
otros, han utilizado la oxidacién de las parafenilenodiaminas para el es-
tudio de las porciones finales de la cadena respiratoria, y JURTSHUK y cola-
boradores (JuRTSHUK, 1967) proponen que la actividad p-fenilenodiamino-

7 erlenmeyer
( Vaisey 7°5 % ClNa )

Recogida y lavado del micelio

(a25m, )
1 ml?
Sonicacién 7 min. (vols. 5 mls.)
(1) |
Centrifugacién 800 X g.-2°5 min.
(Sobnte.-800 X g. )
Sobnte.800 X g. 15°1 ml.
6°5 ml.
II
(al2ml.) ( )
Centrifugacién 25.000 X g.=30 min.
Resp. end. (Sobnte.-25.000 X g.) Depto. 25000 X g.
Succ.=0x. (a8°5 ml. )
Succ.~deshid.
Cit.-ox. Succ.-o0x.
Succ.~-deshid.
( II1 ) Cit.~-ox.
Centrifugacién_ 100,000 X g.= 90 min.
Depto. 100.000 X g. Sobnte. 100.000 X g.
(a9mi.) (13°4 m1. )
Sucoinato-oxidasa Succinato-~oxidasa
Succinato~deshidrogenasa Succilnato-deshidrogenasa
Citooromo-~oxidasa Citocromo~-oxidasa

Fig.35—Marcha experimenta)
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Distribucién de las actividades: respiracién endégena, succinato-oxidasa, succinato-deshidro-

oxidasa es un fiel reflejo de la actividad citocromo-oxidasa de cualquier
sistema.

En este experimento se ha intentado averiguar si las células de
H. stellata son capaces de oxidar la p-fenilenodiamina, y la distribucién de
esta actividad en nuestro sistema de fracionamiento.

El micelio obtenido de 10 erlenmeyer se resuspendié en 35 ml. de
tampén fosfato de pH 6,5, 39,85 mM, y se efectué un recuento de conidios
germinados (36 %). Se separaron 3 ml. que fueron diluidos a 7,5 ml
(células enteras), y los 32 ml. restantes se sonicaron en periodos de 5 minu-
tos y volimenes de 5 ml. De la suspensién resultante se separaron 3 ml.
que se diluyeron a 7,5 ml. (células sonicadas). Los 29 ml. restantes se
centrifugaron a 800 X g. durante 2,5 minutos. El depésito se resuspendié
en 36 ml. con tampén fosfato. El sobrenadante se centrifugé durante 30 mi-
nutos a 25.000 X g. El depésito de esta centrifugacién (depto. 25.000 X ¢.)
se resuspendié en 14,7 ml. El sobrenadante se centrifugé por dltimo

TABLA 19

genasa, y citocromo-oxidasa en diversas particulas subcelulares.

Proteina
(mgrs. en fraccion) ~ Resp. end.

Succ.-0x. Succ.-desh. Cit -ox.

Actividades especificas
(#1 Oz /h./mgr. proteina)
Sobnte. 800 X g.- 2,5 min. 349,0 0 3,37 20,6 11,7
Depto. 25.000 X g.-30 min. 51,5 0 4,00 299 15,9
Depto. 100.000 X g.- 90 min. 136,0 0 1,95 34.9 10,6
Sobnte. 100.000 X g.-90 min. 1374 0 0,00 51 2,1
‘Actividades totales
(act. especificas X mgr. prot. en la
fraccién)
Sobnte. 800 X g.- 2,5 min. 349,0 0 1.175 7.190 4.080
Depto. 25.000 X g.-30 min. 51,5 0 206 1.540 818
D_epto. 100.000 X g.-90 min. 136,0 0 265 4.750 1.440
Sobnte, 100.000 X g.-90 min. 137.,4 0 0 700 286

—Micelio con 33,3 % de germinacién; sonicacién = 7 minutos en volimenes de

5ml.
— Concentracién de conidios en el medio de sonicacién = 163,3 millones/ml.
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a 100.000 X g. durante 90 minutos. Los 20,4 ml. de sobrenadante obteni-
dos se guardaron, y el depésito (depto. 100.000 X g.) se resuspendi6
hasta volumen de 5,5 ml.

Sobnte. 800 x g.- 25 min.

151
s
a

& 107
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EX
N
o
=
2
w
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/'/ /5 o//
X s o
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Y 1|0| ™ . Lo T T | E T T T

50
TIEMPO ( minutos )

Fig. 36—Actividades: respiracién enddogena (R.E.), succinato-oxidasa (S. O.).
succinato-deshidrogenasa (S. d.) y citocromo-oxidasa (Cit.-ox.), en la fraccién «Sobnte
800 X g.-2,5 min.».

— Las flechas de la grafica indican el momento en que se vertié el sustrato.
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Depto. 100.000 x g.- 90 min.

Depto. 25.000 x g.- 30 min.
151

L p Img_.prot )
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¥ o
Py [ /
] —° / ./,,./°’ S0
1'6 e 5,0. 7 — —— = e ™ 7 T Y Y
TIEMPO { minutos ) TIEMPO { minutos )
Fig. 37—Actividades : respiracién endégena (R. E.), succinato-oxidasa (S. 0.), ‘ Fig. 38—Actividades : succinato-oxidasa (S. O.), succinato-deshidrogenasa

succinato-deshidrogenasa (S. d.), y citocromo-oxidasa (Cit-ox.), en la fraccién " (S. d.) y citocromo-oxidasa (Cit-ox.) en la fraccién «Depto. 100.000 X g-90 min.».

«Depto. 25.000 X g.-30 min».

— Las flechas de la gréfica indican el momento en que se vertié el sustrato.
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Sobnte. 100.000 x g.- 90 min. 100
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1 o -t Fig. 40.—Distribucién de la actividad p-fenilenodiamina-oxidasa (PPD-ox.) en
/o/ _'_/ + SO. las distintas fracciones subcelulares.
10 50 ) ) ) ’ = PPD-ox. en células enteras.
TIEMPO { minutos ) Resp. endbgena en células enteras.

PPD-ox. en células sonicadas.

PPD-ox. en la fraccién «Depto. 800 X g.-2,5 min.

Resp. endégena en las células sonicadas.

Resp. endégena en la fraccién «Depto. 800 X g. 2,5 min».
PPD-ox. en la fraccién «Depto. 25.000 X g.-30 min.».
PPD-ox. en la fraccién «Depto. 100.000 X g.-90 min.».
PPD-ox. en la fraccién «Sobnte. 100.000 X g.-90 min.

Fig. 39.—A ctividades : succinato-oxidasa (S.0.), succinato-deshidrogenasa'(S. d.),
y Citocromo-oxidasa (Cit.-ox.) de la fraccién «Sobnte, 100.000 X g~ 90 minwx.
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TABLA 20
Distribucién de la actividad parafenilenodiamina-oxidasa en diversas fracciones

subcelulares

Proteina Res. end. + PPDox
(mgrs.) Res. end.

Actividades especificas
( #102/h./mgr. proteina)
Células enteras. 345 4,06
Células sonicadas. 1,57 2,23
Depto. 800 X g.- 2,5 min. 1,83 3,03
Depto. 25.000 X g.-30 min. 0 0,90
Depto.  100.000 X g.-90  min. 0 0
Sobnte. 100.000 X g.-90 min. 0 0
Actividades totales
(act. especificas X magrs. prot. en la
fracci6n)
Células enteras 428 1.478 1.740
Células sonicadas ‘ 420 660 935
Depto. 800 X g.- 2,5 min. 275 505 832
Depto. 25.000 X g.-30° min. 68,1 6,7 60,6
Depto.  100.000 X g.-90 min. 35,5 0 0
Sobnte. 100.000 X g.-90 min. 25,1 0 0

— Micelio con ¢l 36 % de conidios germinados
— Sonicacién = 5 minutos en volimenes de 5 ml.

Se analizaron las actividades respiracién endégena y PPD-ox. de
todas las fracciones. Los resultados obtenido$ pueden verse en la Tabla 20,

y Fig. 40.

Los valores correspondientes a la PPD-ox. de la tabla, indican la
suma de las actividades respiracién endégena y PPD-ox. de cada una de

las fracciones.
V.4.—Discusion.

Los resultados descritos muestran que la sonicacién, que se emplea

en algunos procedimientos de preparacion de particulas transportadoras
de electrones a partir de mitocondrias de mamiferos (UMBREIT y col.,
1964) (LINNANE y ZIEGLER, 1958), y que ha sido utilizado para la prepa-
racién de particulas similares de Mycobacterium phlei por BrobIE (1958),
y por Eppy (Eppy, 1958) y VANDERWINKEL y colaboradores (1958) en
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algunos hor‘ngos, es un procedimiento de fragmentacién celular dtil para
la preparacién de particulas respiratorias de conidios de H. stellata en
en proceso germinativo. Es mucho mas eficaz como procedimiento de rup-
tura frente a las gemas que frente a los conidios sin germinar, pero rom-
pe también éstos. La eficacia del procedimiento de fragmentacién (causado
por la alternancia ciclica de tensién y presién, a consecuencia de la irra-
diacién de ultrasonidos que producen cambios de presién de miles de
atmésferas), depende del tiempo y el volumen de sonicacién.

Las gemas de H. stellata tienen una considerable actividad succinato-
oxidasa, pero apenas puede observarse en las células enteras en las condi-
ciones mas favorables (17 1/2 horas de incubacién, 35 % de germinacién).
La sonicacién la pone claramente de manifiesto, de un lado porque la
simple fragmentacién elimina gran parte de la respiracién endégena (en
los extractos libres de células, preparados fragmentando asi y centrifu-
gando a 800 X g. durante 2,5 minutos, desaparece); por otra parte, pa-
rece hacer méds asequibles los enzimas del sistema, al sustrato, lo que es
puesto de manifiesto por la superior suma succinato-ox + resp. endége-
na del sonicado total, frente al de las células enteras (véase la Tabla 14;
sonicado total, 15 minutos). Es muy posible que en la misma experiencia
se hubiera logrado una actividad especifica succinato-ox. mucho mas
elevada con tiempos de sonicacién més breves.

El tratamiento con ultrasonidos debe realizarse muy cuidadosamente,
en condiciones perfectamente definidas, si se quieren mantener activida-
des especificas altas. Los efectos de la sonicacién son progresivos, y la
sonicacién, que inicialmente rompe las células y fragmenta las membra-
nas de una forma compatible con el transporte de electrones, acaba des-
truyendo la actividad respiratoria de los fragmentos, sin duda por subfrag-
mentacién. El proceso liberador de fragmentos con actividad respiratoria
y el destructor de esta actividad, son simultdneos. El punto (tiempo) donde
el balance es mas favorable, depende del volumen de sonicacién. La acti-
vidad succinato-oxidasa dependiente de la integridad de una porcién mu-
cho mayor de la cadena respiratoria, es mas sensible que la succinato-des-
hidrogenasa y la citocromo-oxidasa, aunque todas ellas van siendo des-
truidas desde el comienzo de la sonicacién (como pone de maifiesto la
actividad especifica de los extractos libres de células en el tiempo. Ta-
bla 18 y Fig. 32).

La presencia de sustrato no protege los sistemas succinato-oxidasa,
o glucosa-oxidasa, contra la disrupciéon por ultrasonidos. Trabajando
con volimenes de sonicacién de 5 ml., se logra la actividad total mis alta,
a los cinco minutos, tanto en lo que al sistema succinato-oxidasa, como a
la succinato-deshidrogenasa se refieren.

Los anélisis de las Fig. 32 y 33 y Tabla 18 sugieren que se lograrian
extractos libres de células con actividades totales mas altas, compatibles
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con elevadas actividades especificas, si la sonicacion se realizara durante
periodos de duracién no superiores a 2 minutos.

No se han podido lograr resultados similares con otros sustratos de
oxidasa. La o -cetoglutarato, fumarato, malato, y citrato oxidasa, que no
pueden ponerse de manifiesto en las células enteras, tampoco pueden ob-
servarse en los extractos libres de células, preparadas por sonicacién du-
rante 5 minutos en volimenes de 5 mililitros; es probable, sin embargo,
que su labilidad frente a la sonicacién, sea muy elevada, y que periodos
de sonicacién mas breves (1-2 minutos) permitieran detectarla en extrac-
tos libres de células.

Mediante la centrifugacién diferencial de los extractos libres de célu-
las, obtenidos por sonicacién, se logran dos tipos de particulas, con la
cadena transportadora de electrones integra, y desprovistas de respiracién
endégena; unas de tamafio medio (25.000 X g. 30 minutos), y otras de
pequefio tamafio (100.000 X g. 90 minutos). Las de 25.000 X g. son
las que ofrecen actividades succinato-oxidasa més altas; la elevada activi-
dad succinato-deshidrogenasa y citocromo-oxidasa comparada con la acti-
vidad succinato-oxidasa, sugieren la posibilidad de que sean deficientes
en alguno de los componentes intermediarios (;Q?, ;citocromos?).

Las particulas mas pequefias poseen una gran capacidad succinato-
deshidrogenasa pero escasa actividad citocromo-oxidasa.

La fraccién soluble (o particulada mas ligera), carece de actividad
succinato-oxidasa. Todas las fracciones carecen de actividad Succinato-
oxidasa, Fumarato-oxidasa, malato-oxidasa, y citrato-oxidasa.

Los conidios de H. stellata en proceso de gemacién son capaces de
oxidar la parafenilenodiamina, actividad que conservan los extractos li-
bres de células; y las particulas de tamafio intermedio (25.000 X g.).
Las particulas mas ligeras carecen de actividad p-fenilenodiamino-oxidasa.
La persistencia de actividades citocromo-oxidasa en las fracciones mas
ligeras que carecen de p-fenilenodiamino-oxidasa, ponen seriamente en
duda la posibilidad de aceptar (al menos en este microrganismo) la tesis
de JURTSHUK y col. (1967), que proponen la oxidacién de la parafenile-
nodiamino-oxidasa como medida de la actividad citocromo-oxidasa.

CAPITULO VI

VI.-QUINONAS
VI-1.—Introduccion

Son numerosos los investigadores que se han ocupado de la presencia
de naftoquinonas y benzoquinonas en los microrganismos: LESTER y
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CrRANE (1959), KaskeT y Brobie (1960 a, b

(1962), WHISTANCE y colaboradore(s (1969,), I):Aw]?;iﬁo; g’olcogggfl-adores
Sus trz}bajos nos permiten clasificar las bacterias en cuatro g.ru 0s: )1, eltc'
que solo“contienen ubiquinona (Pseudomonas aeruginosa Apzot. b) o
vinelandii N. C. 1. B. 8660, etc.; 2) las que sélo contienen -me'na ‘;iaCter
(Mycobaclerium phlei, Mircrococcus lysodeikticus, etc. 3) las ug conc;fla
1nen quinonas de ambos tipos (E. coli, Proteus vulgaris, etc., ﬁnz?lment;1 j)
;;Ci(%;:s Ezzzgen de ambas, como el Clostridium sporogenes, y el Lacto-

El funcionamiento de estas quinonas en la cadena transportadora de
e_lectrones de los microrganismos ha sido repetidas veces confirmado. A par-
tir de E. coli, Kasker y Brobie (1963), prepararon dos tipos de partictljlas
unas (':le gran tamafio, que sélo contienen ubiquinona, que oxidan casi’
ext_:lusxvamente succinato, y otras de tamafio mds pequefio que también
oxidan NAD* vy los sustratos cuya oxidacién media este coenzima, que
contenfan ambas quinonas. La oxidacién del NAD* en estos microrg,agis-
mos es sensible al dicumarol y a la irradiacién ultravioleta de 360 mj
(KASK‘ET y BrobpIE, 1962). La actividad asi destruida por la irradiaciéﬁ
ultravioleta es recuperable mediante la adicién especifica de naftoquinona
En estos y otros estudios (KASKET y BRrobpIE, 1962 a, b, y 1963 a b)'
qu'edo incontrovertiblemente demostrada la participacién de una ;n):ana-
quinona-reductasa en el transporte de electrones desde los sustratos liga-
dos al NAD hasta el oxigeno. #

De las particulas transportadoras de electrones de M. phlei BRODIE
y c?l. aislaron una naftoquinona (MKy (H)) que demostraron era
funf:lonal en las oxidaciones de NAD* acopladas a la fosforilizacién oxi-
dativa (Brobikg, 1958, 1961; Brobie y RuseLL, 1961; RusseLL y Brobpik
1960). ’

El funcionamiento de la ubiquinona en el transporte de electrones
entre la succinato-deshidrogenasa y el oxigeno molecular en E. coli fue
p}enamente demostrado por KaskeT y BRobIE (1963 a, b), mediante expe-
rimentos cinéticos, y de destruccién de la actividad respiratoria por irra-
diacién y recuperacién por adicién de ubiquinona. ITAcakr (1964), de-
muestra en la misma especie, el caracter funcional de la ubiquinona, me-
diante la destruccién de la actividad respiratoria por extraccién con aceto-
na y recuperacién de la misma por adicién de Q.

La distribucién en los hongos, de las quinonas que participan en el
transporte de electrones, ha sido mucho menos estudiada que en las bacte-
rias, en los vegetales, o en los animales superiores, pero los estudios reali-
zados nos .permiten conocer que la mayor parte de los hongos contienen
una o varias ubiquinonas, y que sélo unos pocos la sustituyen por otra

quinona funcional (vitamina K en Stre '
‘ : Streptomyces griseus, y una descono-
cida en Blastocladiella emersonii). Y
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LesTeR y CRANE (1959) aislaron Qg en Saccharomyces cerevisiae,
S. cavalieri y S. fragilis, Q9 en Mucor corymbifer y Cdndida utilis, y
Q10 en Neurospora crasa, especies en las que no fue detectado ningin tipo
de menaquinona. No encontraron en cambio ubiquinena en Streetomyces
griseus, pero si filoquinona. PAGE y colaboradores (1960), detecta-
ron Qs y Q7 en S. cerevisize, Q¢ en S. ludvigii, Ashyba gossypii y
Zigosaccharomyces barkerii, Q; en Endomyces lindneri, Endomycopsts
fibuliger y Mycoderma monoxa y Qg en Myocoderma monoxa; pero no
observaron menaquinona en ninguno de ellos. ERICKSON y colaboradores
(1960) detectaron Qg en Agdricus compestris, y una mezcla de Qg vy Q1o
en Ustilago zeae, donde tampoco se detectaron otras quinonas. GALE y
colaboradores (1963), observaron la presencia de Q19 en Giberella fuckasoi.

PAcKTER y GLOVER (1960), detectaron Qso junto con un derivado de
la misma (ubichromenol, (LAIDMAN y col., 1959)), en Aspergillus fumi-
gatus fresenius, un hongo que también sintetiza otra quinona, fumigatina
(AnsLow y RaisTrick, 1938).

LAVATE y colaboradores (LAVATE y col., 1962, 1964) demostraron
la presencia de Qio en 4. fumigatus y Cl. fulvum, Qg en Aspergillus
niger, Mucor abundans, P. brevicompactum, P. Chrysogenum, P. notatum,
y dehidro-Qqo en 4. flavus, A. orizae, A. quadrilineatus, A. terreus, P. sti-
pitatum, Neurospora crasa, Alternaria solani, Cephlosporium sp., Chaeto-
miumglobosum, Curvularia lunata, y Gibberella fujikurot.

El caracter funcional de la filoquinona no ha sido todavia demostrado
en los hongos. Si lo ha sido en cambio el de la ubiquinona, en preparacio-
nes de Claviceps purpiirea, donde se ha demostrado la pérdida de la acti-
vidad respiratoria al extraer con disolventes organicos, y la recuperacién

de la actividad perdida al afiadir Q1o (Anderson, 1964).

VI1-2—Material, metodologia y productos.
2.1.—Cultivo.

La procedencia del germen, los sistemas utilizados para la obtencién
de conidios, gemas, micelio en superficie y profundidad se han descrito
en el capitulo II.

2.—Extraccién de lipidos.

La extraccién del material lipidico se realizé esencialmente de acuer-
do con el método n.® 2 de los descritos por Bisuop y colaboradores
(1962), mediante ebullicién a reflujo, tres veces durante una hora, con
cinco voliimenes de metanol con 0,25 % de pirogalol. A los extractos reu-
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nidos se les adicioné tres volimenes de agua y el conjunto se extrajo

tro veces con éter libre de peréxidos, preparado segin se deSCI'ib(JE cuai
capitulo II. El éter fue subsiguientemente lavado 4 veces con o
deshidratado sobre sulfato sédico anhidro y evaporado bajo corri Nog
nitrégeno. T

3.—Purificacion cromatogrdfica.

El extracto lipidico fue cromatografiado sobre alimina lavada con
acido, de grado Brockmann III, en la relacién aproximada de 1 mg.
de lipido por gramo de alimina. Las muestras se aplicaron disueltas en
éter de petréleo y la elucién se efectué generalmente con la siguiente serie
eluotrépica:

—E.P., 2% E.e./E.P., 4%, 6%, 8%, 10 %, 15 %. 3
100 % deE. e. et

Los volimenes utilizados de estos eluyentes fueron de 10:1 (v/p)
respecto del adsorbente usado.

Las fracciones eluidas fueron espectrofotométricamente examinadas
disueltas en ciclohexano.

4.—Determinacion de ubiquinona.

Las fracciones que se presumia contenian ubiquinona, fueron disuel-
tas en etanol espectrofotométricamente puro y sometidas a reduccién con
borohidruro para el calculo del contenido en ubiquinona, segiin se describe
en la metodologia general.

5.—Identificacién de la ubiquinona.

Se efectué por cromatografia en capa fina en gel de silice impregnado
en ’pa.raﬁna liquida, (véase Cap. II), precedida de una cromatografia
en lzilmma fina de silica gel no impregnado (véase la Metodologia ge-
neral).

6.—Saponificacion del éster de ergosterol.

Se disolvié la muestra en 0,25 mls. de éter etilico. Se le afiadieron
4 mls. de etanol y 0,5 ml. de KOH al 60 %. Se hirvié a reflujo durante
10 minutos; se le afiadieron 3 volimenes de agua y se extrajo cuatro ve-
ces con éter etilico libre de peréxido.
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VI-3.—Resultados.
3.1.-Conidios sin germinar

1.—Experunento n.° 1

A partir de 5 grs. con un residuo seco de 1,5 grs. de los que se obtu-
vieron 14,6 mgrs. de extracto lipidico.

Ante la dificultad de su disolucién en éter de petréleo, se disolvié
el extracto, de nuevo en metanol, al que se afiadié un 5 % de aguay se le
sometié a una triple extraccién con éter de petrdleo, obteniéndose asi
13,6 mgrs. que fueron cromatografiados.

No se detectaron indicios de la presencia de naftoquinonas. La frac-
cién del 4 %, que presentaba indicios de la presencia de Q, fue reducida
con borohidruro (véase pag. 53 ) calculandose asisu contenido en ubiquinona,

en 0,01725 { moles de Q.

2.—Experimento n.° 2

Los intentos de determinacién de Q por este método, y con cantidades
menores de conidios, no permitieron siquiera demostrar su presencia. Se
intenté también realizar una determinacién de Q por el método de
ReDFEARN y PuMPHREY (REDFEARN y PUMPHREY, 1960) a partir de una
suspensién de conidios que contenia 400 millones /ml. El espectro obteni-
do, no mostraba indicios demasiado claros de Q, ni antes, ni después de
la reduccién con borohidruro.

3.—Experimento n.? 3.

Se partié de 14 grs. de conidios (4,20 grs. de residuo seco) que libe-
raron un extracto lipidico de 49,0 mgrs.; 8 mgrs. resultaron totalmente
insolubles en éter de petréleo. Los 41,4 grs. restantes fueron cromatogra-
fiados sobre 5 grs. de alimina. Los detalles cromatograficos aparecen en

la tabla 21.
Lo maés caracteristico de la cromatografia es la ausencia de una frac-

cién con muestras claras de la presencia de ubiquinona. No obstante, las
fracciones obtenidas con el 4-6 % de éter etilico en éter de petrdleo, se
disolvieron en etanol y se redujeron con borohidruro. La fraccién del 4 %
no mostré modificaciones que pudieran acharcarse al cambio de Q a
QH,. La fraccién 6 % contenia trazas de Q que se calcularon en 0,05
. mols.

No se observaron indicios de la presencia de naftoquinonas. Es en
cambio destacable la presencia en las fracciones 2 y 4 % de una sustancia
con maximos a 242 y 282 milimicras, y puntos de inflexion a 224, 265 y
312 milimicras.
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TABLA 21

Cromatografia en aliimina det extracto lipidico de conidios de «H. stéllata».

NeRC-IEN ) W, BN NI JUR R

(aldmina = 5 grs.; Extracto lipidico cromatografiado = 414 grs.)
Fraccion Peso
Eter de petrél. 1,2 mgrs. Céreo incoloro.

2% E.e./E.P. 1,6 mgrs.
4% E.e./E.P. 1,9 mgrs.
6% E.e./E.P. 0,9 mgrs.

Amarillento oleoso, céreo.
Amarillento oleoso, céreo.
Oleoso céreo.

Rl

8% E.e./E:P. 0,2 mgrs. Céreo
10% E.e./E.P. 0,8 mgrs. Sélido, blanqueo.
15% E.e./E.P. Trazas Sélido, blanqueo.
30% E.e./E.P. Trazas Sélido, blanqueo.
Eter etilico. Trazas Sélido, blanqueo.

El bajo contenido en ubiquinona de las esporas de H. stellata, ha
sido confirmado por LO6PEZ (1969), quien a partir de 60 grs. de conidios
liofilizados. obtiene 800 microgramos de Qgs, es decir, 0,017 micromo-
les/grs. de residuo seco. .

3.2.—Gemas.
1.—FExperimento n.° 1.

Se partié de 6,098 grs., de los que se obtuvieron 60,3 mgrs. de extrac-
to lipidico que fue disuelto en metanel v sometido a particién con éter
de petréleo; se obtuvieron asi 25,1 mgrs. que fueron cromatografiados. No
se observaron indicios de naftoquinonas. Del Es75 (oxidado-reducido)
con borohidruro potdsico de la fraccién que mostraba indicios de pre-
sencia de ubiquinona, se calculé su contenido que resulté ser de 0,1287
micromoles.

2.—Experimento n.° 2.

Se partié de 44 grs. de gemas de las que se obtuvo un extracto lipi-
dico de 452 mgrs. De éstos, sélo 245,5 mgrs. pudieron disolverse en éter
de petréleo, que se cromatografiaron sobre una columna de 20 gramos de
aldmina.
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15% Los detalles de la cromatografia aparecen en 1a tabla 22

Tampoco se observan indicios de la presencia d ; iy
si claras de ubiquinona, en las fracciones Ié)l., y 6 %, q?,: zfitsﬁlllg::a’! pero
dieron los espectros oxidados y reducidos de la Fig. 43, a partir de"l::anol
se calculé un contenido en ubiquinona de 2,093 micromoles, b

| TABLA 22
Cromatografia del extracto lipidico, soluble en éter de petréleo, de 44 grs.
de gemas.
(Extracto cromatografiado, soluble en éter de petréleo = 245,5 mgrs.
procedente de 44 gramos de gemas; alimina = 20 grs.; fraccione;
de 200 mls.).
Fraccion Peso Aspecto
| Eter de petréleo 10,4 mgrs. Céreo incoloro.
f 2% E.e./E.P. 7,5 mgrs. Céreo amarillo
': 4% E.e./E.P. 23,9 mgrs. Céreo amarillo.
X\ 6% E.e./E.P. 13,3 mgrs. Céreo amarillo.
b 8% E.e./E.P. 1,0 mgrs. Céreo amarillo.
y ' 10% E.e./E.P. 1,1 mgrs. Céreo crema.
A 15% E.e./E.P. 14,0 mgrs. Sélido blanco.
. W 30 % E.e./E.P. 9,1 mgrs. Sélido blanco.
= NI Eter etilico. 5,0 mgrs. Sélido blanco.
250 300 S 250 300
A mp) N mp)
s TABLA 23

Cromatografia en alimina del extracto lipidico del micelio cultivado

iz.41.—Espectros, en ciclohexano, de las fracciones cromatogrificas obtenidas '
i de conich , ’ = en superficie

a partir de conidios sin germinar (residuo seco = 6,44 grs.).

(alimina = 40 grs.; extracto lipidico cromatografiado = 483,6 mgrs.)
‘ Fraccion Peso Aspecto
E. P. 16,0
r 2% E.e./E.P 4,7 Coloracién rosada.
Fraccién ML Fraccién ML 4% E.e./E. P 24,4 Oleoso, rojizo.
6% E.e./E. P 59,4 Céreo, naranja.
E/P 5 8 % 3 8% E.e./E.P. 6,1 Céreo, naranja.
2 9 5 10 % 15 10% E.e./E.P. 5,2 Céreo, naranja.
4 % 30 15 % & 15% E.e./E.P. 22,1 Sélido blanquecino
6 % 12.5 30 % S 30% E.e./E.P. 30,7 Sélido blanquecino.
100 % 2,5 Eter etilico. 10,6 Céreo rojo.
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Fig. 42—Espectros (en ciclohexano), de las fracciones cromatograficas obteni-
das a partir de gemas. .

Fraccién ML Fraccién Ml

E/P 18,0 10 % 15

2 % 11,2 15 % 500

4 % 50,0 30 % 270

6 % 75,0 Eter etilico 18 (en etanol)
8 % 7,0
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Fig. 43.—Espectros (en etanol) oxidades, y reducidos con borohidruro, de las
fracciones cromatograficas 4 % y 6 %.

Fraccién ML
4% 72
6% 10

3.3.—Micelio de cultivos en superficie.

Inicialmente se realizaron tres experimentos.
El micelio se obtuvo sembrando el medio de cultivo de Vaisey con el
12 % de CINa, con conidios obtenidos sobre agar malta, incubando 14 h. a
28°C v 90 agit/ min.. y manteniéndolos luego en reposo a esta temperatura
durante 10 dias. La recogida de micelio se efectuo por filtracién a través
de papel de filtro de poro grueso, v se lavé con 5 litros de CINa al 20 %.
d El micelio fue fuertemente prensado a mano entre hojas de papel de filtro;
al peso en estas condiciones, es al que se le denomina aqui peso fresco.
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Fig.44—Espectros, en ciclohexano, de las fracciones cromatograficas obtenidas

A { mp )

a partir de micelio cultivado en superficie.

A

(mp)

Fraccién Ml. Fraccién Ml.
E./P. 100 10 % 25
2 % 290 15 % 300
4 % 50 30 % 720
6 % 254 Et. et. 65
8 % 25
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1.—Experimento n.° 1.

En este experimento se partié de 32,5 grs. de peso fresco del que se
obtuvieron 483,6 mgrs. de lipidos que se cromatogratiaron sobre 40 grs.
de aliimina, recuperandose s6lo 178 mgrs. en el producto de las eluciones.
Los detalles de la cromatografia pueden verse en la Tabla 23 y los espec-
tros de las distintas fracciones en la Fig. 44.

Las fracciones 8 %, 10 %, 15 %, y éter etilico, contenian un pigmen-
to, cuyo espectro visible puede verse en la Fig. 45.

1

400 o © 500 600
A (mp)

Fig.45.—Espectro visible, en ciclohexano, de las fracciones cromatograficas obte-
nidas a partir de micelio cultivado en superficie.

Fraccién ml.
8 % 2,5
10 % 2,5
15 % 5
Eter etilico 2,5
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No se observaron pues, tampoco, indicios de la presencia de nafto-
quinonas, pero si de ubiquinona. Las fracciones de 4 % y 6 %, cuyo es-
pectro se parece bastante al de la ubiquinona, fueron disueltas en etanol
espectrofotométricamente puro y reducidas con borohidruro. Se obtuvo
asi un A Egzs (oxidado — reducido) de 255, que suponen 1,910 micro-
moles de ubiquinona.

2.—Experimento n.° 2.

En el experimento n.° 2, se obtuvieron 249 mgrs. de extracto lipidico,
a partir de 15 grs. de micelio, que se cromatografié en una columna de
15 grs. de altmina. Se obtuvieron fracciones en todo semejantes a las del
experimento anterior. No se observé indicio alguno de naftoquinona y se
calcularon en 0,892, los micromoles de Q contenidos.

3.—FExperimento n.° 3.

En este experimento se partié de 43 grs. de micelio, del que se obtuvo
un extracto lipidico de 648 mgrs. que fueron cromatografiados en una
columna de 50 grs. de altmina. Tampoco se observé indicio alguno de
naftoquinona, y se calcularon en 2,84, los micromoles de Q contenidos.

Posteriormente se hicieron determinaciones en micelio muy joven
(cultivado en superficie; de 4 y 6 dias). Del micelio de cuatro dias se us6
9,56 grs. que dieron un extracto lipidico de 99 mgrs., que cromatogra-
fiados en una columna de aliimina, dieron un contenido en ubiquinona
de 0,868 micromoles.

De 2 grs. de micelio de seis dias, se obtuvieron 32 mgrs. de lipidos
que tratados de igual modo, dieron un contenido en Q de 0,12 micromoles.

3.4—Micelio cultivado en profundidad.

Se realizaron dos experimentos en los que las siembras se efectuaron
en recipientes de 12 litros de capacidad, que contenian 9 litros de medio de
cultivo de Vaisey con el 12 % de CINaj; la aireacion se efectué por succién
a través de dos placas de vidrio poroso (de poro grueso, 150-200 micras).
El cultivo se mantuvo a 25°C durante 60 horas, en un bafio de agua. La
recogida se efectué por sedimentacion y centrifugacién.

1.—Experimento n.° 1.

En el primer experimento, se recogieron 51 grs. de micelio que dieron
1.152 mgrs. de lipidos, de los que 224 no se aplicaron a la columna por su
insolubilidad en éter de petréleo. Los 958 restantes, se cromatografiaron
sobre 60 grs. de alimina. No se observé sefial alguna de la presencia de
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naftoquinonas y sélo indicios de ubiquinona en las fracciones eluidas con
el 4% y 6 % de E. e./E. P., cuyos espectros demostraban que se trataba
de fracciones excesivamente impuras para intentar el calculo directo del
contenido en Q. Estas fracciones se reunieron y fueron recromatografiadas
sobre 7 grs. de alimina Brockmann grado I, y eluidas con 0, 2, 4, 6, 8,
12, 16, 20, y 50 % de E. e./E. P. Las fracciones 2 %, 4 % y 12 % mos-
traban una absorcién inespecifica; las de 6 % y 8 % dieron un espectro
con maximas a 262, 272, 282 y 292 my, que aparece en todas las cromato-
grafias. La fraccién eluida con 16 % E.e./E. P., mostraba el espectro ca-
racteristico de la ubiquinona. De la diferencia entre los espectros oxidado y
reducido, en etanol, se calculé su contenido en Q, en 0,252 micromoles.

2.—Experimento n.° 2.

Se recogieron 36 grs. de micelio, del que se obtuvieron 693 mgrs. de
lipidos que se cromatografiaron sobre 15 mgrs. de alimina verificando la
elucién con la serie eluotrépica standard. Los detalles cromatograficos
més destacados aparecen en la Tabla 24 y los espectros de las distintas
fracciones, en la Fig. 46. Las fracciones eluidas con 4 % y 6 % fueron re-
cromatografiadas sobre alimina Brockmann I que fue sometida a la
serie eluotrépica descrita en el experimento anterior. Se calculé el conteni-
do en ubiquinona en 0,0756 micromoles.

TABLA 24
Cromatografia del extracto lipidico de 36 gramos de micelio cultivado en
profundidad.
(alimina = 15 grs.; extracto lipidico = 193 mgrs.)
Fraccion Peso- Aspecto
Eter de petréleo 17 mgrs. Céreo amarillento.

2% E.e./E.P. 4,6 mgrs. Amarillento oleoso.

4% E.e./E.P. 2,4 mgrs. Rosado.

6% E.e./E.P. 4,3 mgrs. Rosado.

8% E.e./E.P. 10,5 mgrs. Sélido blanquecino.
10% E.e./E.P. 28,5 mgrs. Sélido blanquecino.
15% E.e./E.P. 5,6 mgrs. Sélido blanquecino.
30% E.e./E.P. 9,2 mgrs. Sélido blanquecino.
Eter etilico. 3,4 mgrs. Sélido blanquecino.

En la Tabla 25 se recogen los datos del peso seco y se expresa el con-
tenido en ubiquinona en términos de mieromoles por gramo de peso seco.
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051

Fig.46—Espectros (en ciclohexano), de las fracciones cromatograficas obteni-

(m}u

das a partir de micelio cultivado en profundidad.

(mpu)

Fraccion ml. Fraccion ml.
E/P 42 8 % 42
2 % 30 10 % 42
4 % 50 15% 30
6 % 15 30 15

Et. et.
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3.5.—Identificacion de la ubiquinona.

Las fracciones de los distintos experimentos, que contenian ubiquino-
na fueron independientemente cromatografiadas en laminas de gel de
silice de 250 micras, impregnadas en vaselina (segtn se describe en la
metodologia general), junto con patrones de Qus, Qso y Qqs. Las cromato-
grafias se desarrollaron con acetona: agua, 9 : 1 (v/v), saturada de parafina,
y fueron reveladas con leuco-azul de metileno, seglin la técnica descrita
por Goopwin (1964).

Las muestras corrian consistentemente menos que todos los patrones.
Véase en la Fig. 48, la cromatografia correspondiente a una muestra pro-

250 ) 300
A (mu )

Fig. 47.—Espectros oxidado y reducido de una muestra de ubiquinona, purifi-
cada en lémina fina, utilizada para la identificacién del homélogo correspondiente.
(Espectros en etanol).
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dente del experimento niimero 1 de micelio cultivado en superficie, de La ubiquinona (perfectamente visible) fue eluida con éter etilico libre
ce

la que podria deducirse que se trataba de una quinona de cadena con mas de peréxidos. Véase en la F ig: 4? un espectro en etanol.

daql 5 P t0s de isopreno. Es un fenémeno bastante corriente que las mues: Una muestra de la ubiquinona asi preparada fue cromatografiada

tr:ls déeflbiquinong insuficientemente purificadas den un Rf 1n.fer10r a en ldminas impregnadas en parafina liquida, con patrones de Qu5, Qs y

que les corresponde (véase JonEs y REDFEARN, 1966). Se sometieron por Q2s. En la Fig. 48 puede verse el cromatograma correspondiente, que de-

ello, las fracciones reunidas, a una purificacion }?revia por cromat?gr'afla muestra que se trata de Qgs.

en lamina fina de gel de silice (250 micras) no impregnada. Las laminas

se prepararon segiin se describe en la metodologia general. 3.6.—lIdentificacién de las sustancias responsables de la extincién
prep @ 262,271,282 y 293 milimicras.

Los espectros de absorcién de las fracciones eluidas con 2 % de
éter etilico en éter de petréleo, correspondiente a las cromatografias de
los extractos lipidicos de gemas y de micelio en superficie, y los de las
fracciones eluidas después de la ubiquinona en las demds, estin dominados
por las méximas citadas, caracteristicas de los esteroides A 5 : 7 dieno.

[ TABLA 25
d Contenido en quinonas en H. stellata en diversas fases de desarrollo.
10" Residuo Lipidos Qa5 Otras Ext.lip.  Quinonas
g seco . ” quinonas . p—_
ur, mol. /resid. seco esiduo xt. lip.
025 st (] p. ’ f ‘ SeCo ¥
- (22 (mgr.) (%) (%)
< Conidios 1,50 14,6 13,8 0,0115 NO 0,973 0,0945
! ?t 4,20 49,0 39,0 0,0116 NO 1,165 0,0796
o
@ Gemas 1,26 60,3 162,3 0,1620 NO 4,780 0,2693
5 = 9,25 452,0 1.660,0 0,2260 NO 4,800 0,3670
| < Micelio
O O @ b e cult. en
Qe Q. < profund. 10,25 1.152,0 1970 0,0245 NO 11,25 0,0171
0 0 o 7 720 6930 590 00104  NO 962 00025
Q Q F°
S0 50 Micelio
cult. en
a superfic.
e = 50 ) 25 4 dias 2,60 99,0  690,0 0,334 NO 3,81  0,6975
Q@ (n® dtomos de carbono ) 6 dias 0,524 32,0 99,2 0,237 NO 6,11 0,3101
1 10 dias 11,27 648,0 2.219,0 0,252 NO 5,77 0,3420
. ¢ smina fi ilice i da en vaseli- 10 di 3,93 249,0  711,0 0,227 NO 6,35  0,2860
Fig. 48—Cromatografia en ldmina fina, de gel de silice impregna as , X , R , ,
na, de las mucsiras de Q, sin purificar (a), y purificadas (b), y patrones de Qas, 12 dias 851 4836 15570 0,230 NO 568 03220

Qas, Qso-
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Las fracciones mas polares que la ubiquinona fueron critalizadas
cinco veces en éter de petréleo. Los cristales, examinados al microscopio,
mostraban forma de agujas, y su punto de fusién era de 162°C., propieda-
des ambas, caracteristicas del ergosterol.

Las fracciones menos polares, se supuso eran ésteres del ergosterol;
para confirmarlo, se procedié a saponificar una muestra, que fue cromato-
grafiada después sobre aldmina Brockmann II1. Las fracciones eluidas
antes del 8 % de éter en éter de petréleo, no mostraban indicio alguno de
esta sustancia; las de 10-15 % si, lo que confirma la hipétesis.

V1-4.—Discusion.

El H. stellata, como todos los hongos examinados hasta ahora, con
excepcién de Streptomyces griseus (LESTER y CRANE, 1959), carece de
naftoquinonas, pero posee ubiquinona.

Al igual que los Penicillium brevicompactum, P. Chrysogenum,
P. notatum, Aspergillus niger, Mucor abundans, y Mucor corymbifer,
s6lo posee el homélogo Q.

Se observan con toda claridad profundas transformaciones en el con-
tenido en ubiquinona a medida que el micelio progresa.

Los valores hallados en los conidios (0,012 micromoles/gramo de
peso seco) son muy inferiores a los valores descritos por LESTER (LESTER
y CRANE, 1959), PaGE (PacE y col, 1960), LavaTe y BENTLEY (1964),
y CRANE (1965) en los micelios de otros hongos. Durante el proceso de
germinacién, esta cifra se eleva de un modo considerable alcanzando va-
lores unas 10 veces superiores; mds adelante, en los cultivos en profundi-
dad, la cifra vuelve a descender de un modo muy acusado.

Las cifras més discutibles entre las que aqui se presentan, son las re-
ferentes al estudio del desarrollo que hemos denominado de gemas, da-
das las grandes dificultades que presenta la sincronizacién del crecimiento
de estos hongos. En el momento en que el cultivo fue detenido para el
andlisis (18 horas), se calcula que el 60-70 % de los conidios se hallan
aiin sin germinar (véase pag. 77) en tanto que algunas hifas han alcan-
zado longitudes de hasta 20 micras. Teniendo en cuenta estos hechos se
puede calcular que el incremento en el contenido de ubiquinona durante
el proceso de germinacién, es considerablemente superior al que las téc-
nicas experimentales usadas permiten detectar.

Por razones parecidas, el desarrollo en el contenido en ubiquinona
durante fases mds avanzadas del crecimiento en profundidad debe ser
més acusado que el que aqui se ha puesto-de manifiesto. Sin duda el pro-
ceso de germinacién va acompafiado de una considerable sintesis de ubi-
quinona imprescindible para hacer frente a las nuevas exigencias ener-
géticas; esa sintesis debe, por alguna razén, cesar luego en los cultivos
en profundidad. Apenas si existen datos bibliograficos relativos a estudios
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similares con los que puedan cotejarse nuestros resultados. Es bien sabid
sin embargo, que la tasa de ubiquinona alcanzada en los tejidos de los dj(s)’
tintos organismos varfa considerablemente con miltiples circunstancia;
ambientales. HEMMING y PENNoCK (1965), han recogido los datos co
rrfsspondien.tes a estas variaciones en el reino animal. En el mundo de lo;
microorganismos, TAKEDA y col. (1968), han puesto de manifiesto un in-
cremento progresivo con.la edad, de los niveles de ubiquinona en Achro-
mol?acter, y CRaNE (1962) observa un proceso semejante en Tetrahymena
pyriformis. KNOWELS y REDFEARN (1968), observan ciertas modificacio-
nes en el contenido, en los distintos componentes de la cadena respira-
toriz% al modificar la fuente de nitrégeno utilizada para los medios de
cultivo, y C. WHITE (1967), los que acompaiian a las modificaciones de la
fuente carbonada.

o Las variaciones experimentales en los niveles de ubiquinona en las
distintas fases de crecimiento de H. stellata guardan una correlacién bas-
tante estrecha con las variaciones observadas en la aptitud respiratoria
que se describen en el capitulo II. Es posible que las oscilaciones en el’
contenido de ubiquinona sean los causantes de las variaciones experimen-
tada}s por su capacidad respiratoria aunque también es posible, por el con-
trario, que la sintesis de ubiquinona cese, al dejar de ser necesaria como
consecuencia de la menor actividad respiratoria del micelio adulto.

Se observa también una notable divergencia entre el contenido de
ubiquinona de las hifas segiin el sistema de cultivo. En las hifas crecidas
en superficie, alcanzan valores de 15 a 30 veces superiores a los que se
hallan en los cultivos en profundidad con aireacién abundante. SuciMura
y RubnEY (1960), LESTER y CRANE (1959), Bisuop y col. (1962), demos-
traron considerables variaciones en el contenido en Uq de Saccha,romyces
y Staphilococcus aureus desarrollados en aerobiosis y anaerobiosis, y
LesTER y CraNE (1959), no hallan Q en E. coli By anaerébicamc;nte
desarrollado, y encuentran hasta 0,24 micromoles/gramo de peso seco
cultivado en aerobiosis.

‘ Es de creer, por tanto, que los niveles muy altos alcanzados por los
nlvele.s de Q45 en el micelio cultivado en superficie, sean un reflejo de su
superior disponibilidad de oxigeno que debe dirigir su metabolism
rutas mucho més aerébicas. o P

Los cultivos en superficie muestran claramente también, un incre-
mento del contenido en ubiquinona con la edad. ’

Aunque al margen del interés principal de este estudio, son dignas
de anotarse algunas otras modificaciones sufridas por los ’lipidos a lo
largo del progreso del micelio. En las esporas existe una cantidad notable
de éster de ergosterol, que también abunda mucho en las gemas y
en los (;ultivos en superficie. En las esporas, en cambio, se presenta una
sustancia, cuya caracterizacién no hemos intentado, con maximas (en
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ciclohexano) a 245 y 285, que no se observa en los espectros de ningtn
otro estadio de desarrollo del hongo. En cierta medida, la no observacién'
de la misma, es consecuencia de la presencia del éster de ergosterol. Las
cromatografias del producto de saponificacion de las fracciones que con-
tienen el éster del ergosterol, separan ambas sustancias y sélo en ocasio-
nes, en los cultivos en profundidad, se observan trazas de la misma, que
muy bien pudieran ser consecuencia de la presencia de esporas sin ger-

minar.

CAPITULO VII

VIL.—CITOCROMOS Y FLAVINAS

VII-1.—INTRODUCCION.

El nombre de «citocromos» fue utilizado por primera vez por KerLin
(1925), para designar un grupo de hemoproteinas, descubiertas por él
en el masculo del corazén del caballo, que en su forma reducida presen-
taban un espectro caracteristico en la zona visible.

En la actualidad, se entienden por tales, de acuerdo con la «Comission
on Enzymes of the International Union of Biochemistry» (1961), las
hemoproteinas cuya funcién biolégica principal es el transporte de elec-
trones y/o de hidrégeno, en virtud de un cambio de valencia reversible
en el atomo de hierro de su grupo «hemo»; y por «hemoproteinas», «las
proteinas cuyo grupo prostético esta formado por un anillo tetrapirrélico
unido a un atomo de hierro». Es decir, se consideran citocromos, todas
las hemoproteinas celulares, a excepcién de la hemoglobina, mioglobina,
peroxidasa y catalasa.

Estos compuestos han suscitado un enorme interés, y han sido inves-
tigados en multitud de sistemas biolégicos, conociéndose en la actualidad
unos 20 citocromos, aislados de origenes muy diversos. ‘

Se han propuesto miiltiples sistemas de clasificacion (R. Scaris-
BRICK, 1947; F. Ecamr y col, 1957, etc...), adoptindose finalmente el
esquema propuesto por la mencionada Comisién de Enzimas, que ‘se basa
en la estructura del grupo prostético de la molécula. De acuerdo con estas
normas, los citocromos han sido clasificados en cuatro grupos: A, B,C,y D,
que representan la especial distribucién y caracteristicas de los radicales
en el anillo tetrapirrélico que constituye la fraccién prostética de la
molécula.

A pesar de las normas establecidas por la Comisién de Enzimas, para
la clasificacién de los citocromos, existe todavia la dificultad de que como
la estructura molecular de algunos de ellos es atn desconocida, se han
clasificado de acuerdo con su origen, peso molecular, caracteristicas de
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su espectro (situacién de la banda « @ », que estd muy influida 1
tlfr'aleza del grupo prostético, y de la banda «y» o banda de So}l?otr : rlla-
l()llhdz.ifl, capacidad autooxidativa a diferentes pH, potencial de gx)i,dz(;rl:
aslzf)crll(:;,ofz?g?on% con el CO, CN, Hz0,, ditionito, cisteina, polifenoles,
Los citocromos del tipo «a» suelen tener su banda « a » a longitud
de opda superiores a 590 my, los del tipo «b» a partir de 554 mf l<e)S
gei tipo «c», ‘rinés all)la'; lde 550 my.. El espectro de absorcién del citocf’ofno (s:
el corazén de caballo i ipi i
del cor se considera como espectro «tipico» de los cito-
Su reactividad frente al O es muy diversa; los del tipo «b», suelen
ser autooxidables, mientras que los del tipo «a» y «c» son esta’bles en
presencia de Os. Sin embargo, existen excepciones a estas normas gene-
rales, pues los citocromos «ag», «cg» y «CD», son autooxidables b:am
bién el «c» a pH inferiores a 4 y superiores a 12. ’ -
La mayoria de los citocromos, son muy poco solubles, y se requier
procedimientos drasticos de extraccién. B =
El citocromo «c», a excepcién de lo que ocurre con el resto de los ci-
tocromos, es muy soluble, y quizé sea éste el motivo de que fuera el prime-
ro en ser descubierto. (KEILIN, 1925).
La funcién tipica de los citocromos en el metabolismo celular, esta
perfectamente aclarada (véase pag. 19). ’
El estudio de los citocromos se ha visto considerablemente facilitado
en los dltimos tiempos, por el perfeccionamiento de las técnicas analiticas.
P’ar_a su determinacién, se han introducido nuevas técnicas espectro-
fotométricas como las de obtenciéon de los espectros diferenciales (cito-
cromo-reducido — citocromo-oxidado), que son caracteristicos (CHANCE
1952’), (SmiTH, 1954, a, b, y ¢), y los registros a temperatura del aire 0’
nitrégeno liquidos (D. KeiLin y E. F. HARTREE, 1949; EstaBROOK, 1961;
C:HAIX y PETIT, 1956), que aumentan enormemente la capacidad ,resolu:
tiva de los instrumentos.

Para el cilculo del contenido en citocromos, se han empleado indices

como los descritos por CHANCE (1952), MagrcoLiasH (1954), M
(1959) y WiLLiams (1964). (1954), Massey

La primera dificultad con que se tropieza en el estudio de los cito-
cromos, es la dificultad de su solubilizacién, lo que exige la ruptura previa
de las paredes celulares. Los procedimientos mas difundidos scf)n' la
rotura por ultrasonidos (Katon, 1959; Honpa y col., 1961; HOLTO.N
MyERs, 1967, etc...) y mediante la prensa de French (Jones }: REDFEARNy
1966 etc...). En algunos casos en los que los citocromos son muy so]ubles,
han dado buenos resultados, la simple extraccién acuosa de los materia-,
les ‘de orig?n (YaAMANAKA y col., 1967). En otras ocasiones han sido nece-
sarias manipulaciones previas como la extraccién de las graéas (PosTGATE.
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1956; ¥sHiMoTO y col., 1954; NEWTON y KaMEN, 1956), la solubilizacién
por butanol (TissIERES y BURRIS, 1956; TissIERES, 1956; MorToN, 1958),
el tratamiento por detergentes, o la extraccion alcalina (KAMEN y VER-
NON, 1954). Para la subsiguiente purificacién se han utilizado técnicas
diversas que van desde las clasicas precipitaciones por el sulfato aménico,
hasta las técnicas mas modernas y refinadas como son las cromatografias
de intercambio iénico con polimeros de la celulosa (SHETNA y col. 1966;
PERINI y col. 1964; YAMANAKA, 1967; y Kawar, 1961), y las filtraciones
moleculares (SHETNA, 1966).

Utilizando estas técnicas, HaciHARA, OKUNIKI y col. (1956, 1957,
1958 y 1959), han logrado purificar y obtener en estado cristalino, cito-
cromo ¢ de diversos tejidos animales, levaduras y semillas de trigo. En
estado cristalino se ha obtenido el citocromo be de las levaduras (APPLEBY
y Morrton, 1959). En elevado estado de pureza, se han aislado también
muchos otros citocromos (HortoN y MyERs, 1967; Yamanaka, KLERK
y KaMEN, 1967; PERINI y KaMEN, 1964, etc...).

De este modo se han podido estudiar detalladamente las propieda-
des fisico-quimicas de los diversos citocromos y hasta la secuencia de
aminodcidos de su fraccion proteica (MARGOLIASH, EmiL SmitH, KReIL
and Tuppy, 1961; AMBLER, 1962). .

La identificacién de los citocromos «in situ», en las células enteras
o en las particulas celulares en que estdn localizados (mitocondrias y frag-
mentos de membranas) se ha visto facilitada por la existencia de espec-
trofotémetros provistos de dispositivos que eliminan los problemas de la
dispersién luminosa (LINDENMAYER y SMmiITH, 1964; BrAGG y POLGLASE,
1963; SmitH, 1954). WiLLiams (1964) ha desarrollado una técnica que
permite la determinacién simultanea de citocromos «a», «b», «c1» y «o».

Los primeros citocromos descubiertos fueron los de las células de los
mamiferos, que contienen por lo menos cinco tipos de citocromos que por
sus potenciales de oxidorreduccion y secuencia de actuacién se orde-
nan asf:

Citocromo b — citocromo c;
Citocromo ¢ —> citocromo a—>citocromo as

Fl sistema citocrémico de los diversos microorganismos se halla con-
siderablemente sujeto a variaciones especificas y ambientales (sistemas de
cultivo, nutrientes, aireacién, etc...) (SmitH, 1961). Las variaciones son
tan acusadas que en tanto algunos microrganismos como el género Nitro-
bacter, o el Ustilago zeae tienen un-contenido muy elevado en citocromo c,
otros carecen de él (SmITH, 1954).

Los sistemas citocrémicos mejor estudiados, son los de algunas bac-
terias, como Azotobacter vinelandii (TissitRes, 1956; TISSIERES y Bu-
RRis, 1956; JonEs y REDFEARN, 1966), Micrococcus denitrificans (KAMEN
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y VERNON, 1954), Pseudomona aeruginosa, Pseudomona denitrificans
(KaMEN y VERNON, 1954), Pseudomona fluorescens (LENHOFF y KAPLAN
1956)', y otros muchos, habiéndose observado la existencia de innumera-
b}es tipos de citocromos a los que se suele conocer con la letra correspon-
diente a su grupo «<hemo» y la longitud de onda del pico de su banda « a »

El sistema citocrémico de los hongos es muv semejante al de las cé:
lulas de los mamiteros y aves, y difiere bastante del de las bacterias y las
plantas (Conn, 1960; DoLIN, 1961). d

Los estudios llevados a cabo con hongos, se han centrado principal-
mente sobre dos especies, el Sacharomyces cerevisiae y los Neurospora
pero también se han detectado citocromos en otras especies. BOULTER ):
DERBYSHIRE (1957), estudiaron el espectro visible de 45 hongos diferen-
tes, que re§ult6 ser muy semejante al de las levaduras. Se han encontrado
también citocromos en el Mycoderma vini (CHAUVET, 1943), Physarum
poly.ce:phalum (OHTA, 1954), Fusarium lini (KikucHl y BARRON, 1959)
Penicillium notatum y Neurospora crasa (KEILIN y Tissiires, 1953) :
otros. Se desconoce totalmente el sistema citocrémico del Spor:zndonemz
epizoum.

VII-2—FLAVOPROTEINAS
Introduccién.

Las primeras flavoproteinas descubiertas (WARBURG y CHRISTIAN
1932), fueron flavoproteinas transportadoras de electrones. ’

Las flavoproteinas son sustancias de color amarillo fluorescente for-
madas por un grupo prostético constituido en la mayoria de los casos
por flavin-adenin-mononucleétido (FMN) y en algunos por riboflavina
-5-fosfato, y por un grupo proteico especifico para cada una de ellas. Su
peso molecular es variable (240-700.000) y algunas poseen en .
lécula, iones metalicos. ’ e

Algunas de estas sustancias desempefian un papel importante en el
transporte de H de diversas rutas metabélicas.

Poseen un espectro de absorcién con una maxima a 450 mjt, res-
ponsable del color amarillo fluorescente, la cual sufre una pérdida c,onsi-
derable de extincién al reducirse, fenémeno en el que se basa el’método
espectrofotométrico de andlisis cuantitativo de CHaNCE y WiLLIAMS (1955)

VII-3.—METODOS.
3.1.—Obtencion y almacenamiento del micelio.

El .micelio l.xtilizado se obtuvo en erlenmeyer de 500 mis. con 100 ml.
de medio de Vaisey, sembrados con una suspensién de conidios de 20-40
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millones/ml., e incubados a 25°C. y 230 agit. /minuto durante 18 horas.
La recogida del mismo se efectué por centrifugacién (1.800 X g.-5 mi-
nutos), lavéandolo dos veces con tampén fosfato (0,1 M. pH 7,4). El micelio
se almacend a —20°C. hasta el acopio de una cantidad suficiente (2-3 se-

manas).

2.—Rupturas celulares.

Se efectuaron por trituracién y tratamiento con ultrasonidos, segin
se describe en la pag. 50.

3.—Purificacién de los citocromos solubilizados.

Se efectué fraccionando la proteina solubilizada, por precipitacién
con sulfato aménico, eliminando éste por didlisis, y cromatografiando las

fracciones en Sephadex G-100 y DEAE-celulosa.

4—Determinacion cuantitativa de citocromos y flavinas.

Se 12alizé mediante espectrofotometria diferencial, (espectros, redu-
cido — oxidado) utilizando las técnicas de CHANCE y WILLIAMS (1955).

Los detalles de la técnica pueden verse en la pag. 55.

VI1-4—RESULTADOS.

4.1.—Solubilizacién de los citocromos.

1.a.—Eleccién del sistema de ruptura.

Para la eleccién del mejor procedimiento de ruptura y solubilizacién,
se compararon las cantidades de citocromo presentes en el sobrenadante
de 100.000 X g.-90 minutos, tras la trituraci6n, durante treinta minu-
tos, y la sonicacién durante el mismo tiempo.

Se tomaron 3,6 grs de micelio de 18 horas, que se suspendieron en
tampén fosfato (pH 7.4, 0,1 M.) hasta un volumen de 12 ml. 6 mls. de
]a suspensién asi obtenida se trituraron durante 30 minutos en el homo-
geneizador de cuchillas, y los otros seis se sonicaron, durante el mismo
tiempo. Las suspensiones asi obtenidas fueron centrifugadas durante
90 minutos a 100.000 X g. Los depésitos de la centrifugacién se des-
cartaron.

Véanse en la Fig. 49 los espectros correspondientes a los sobrenadan-
tes obtenidos.
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Fig. 49.—Solubilizacién de los citocromos de H. stellata.

— TEspectros de los sobrenadantes de 100.000 X g.-90 minutos, de 1,8 grs. de

micelio de 18 h. sometido durante 30 minutos a trituracién (a) y sonicacién (b), en
6 mls. de tampén fosfato de pH 7,4, 0,1 M.

Los sobrenadantes se ajustaron a 9 mls. de volumen.

Como la capacidad de extraccién de ambos procedimientos no pare-
cia justificar el empleo de ultrasonidos, que es mucho més engorroso
para tratar grandes cantidades de material, el resto de las experiencias
se efectuaron rompiendo las células con el homogeneizador de cuchillas

b.—Tiempo dptimo de trituracion.

Se tomaron 24,78 grs. de micelio de 18 horas, que habia permane-
cido en el congelador 5 dias a —20°C., y se suspendieron en tampén fos-
fato pH 7,4, 0,1 M. a volumen final de 30 mls. Se separaron cuatro frac-
ciones de 6 mls., que fueron trituradas en el homogeneizador de cuchillas,
2 minutos, 5, 12, y 30 minutos.

Se ajust6 a 22 ml. el volumen de cada fraccién, con el mismo tampén
y se centrifugaron 90 minutos a 100.000 X g. Véanse en la Fig. 50 los
espectros correspondientes.
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Fig. 50—Solubilizacién de los citocromos de H. stellata por trituracién.

— Espectro del sobrenadante de 100.000 X g.-90 min. de 4 grs. de micelio de
18 horas, triturado en tampén fosfato de pH 7,4, 0,1 M., en volumen de 6 mls., du-
rante : 2,5, 12 6 30 minutos.

c.—Influencia del medio de trituracion en la solubilizacion de los

citocromos.

Experimento n.° 1. —Se pesaron tres fracciones de 5 grs. de micelio,
que se suspendieron en 12 mls. de agua destilada, tampén fosfato de pH
74, 0,1 M., y tampén 0,2 M. Se tomaron 6,5 mls. de cada una de ellas, que
se trituraron durante 3 minutos y seguidamente se centrifugaron 90 minu-
tos a 100.000 X g. enraséndolas previamente a volumen de 22 mls. Véanse
en la Fig. 51, los espectros correspondientes a los sobrenadantes.

Experimento n.” 2.—Se tomaron 23,88 grs. de micelio que habfa per-
manecido en el congelador a —20°C. 4 dias, y se prepararon cuatro frac-
ciones de 3,5 grs. que se suspendieron en 8,7 mls. de tampén fosfato de
pH 7.4, de las siguientes molaridades: 0,2 M., 0,4 M., 0,7 M.,y 1 M. Se
trituré cada fraccién durante 3 minutos con el homogeneizador de cuchi-

llas; se igualaron los voliimenes a 22 ml. con el mismo tampén y se cen-
trifugaron seguidamente a 100.000 X g., durante 90 minutos. Véase en
la Fig. 52 los espectros diferenciales de los sobrenadantes, y en la Tabla 26,
la concentracién de citocromos, calculados como citocromo ¢ por el
método de CHANCE y WiLLIAMS (1955).
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Fig. 51.—Efecto del medio de trituracién sobre la solubilizacién de los citocro-
mos de H. stellata.
— Espectros diferenciales (oxidado con agua oxigenada - reducido con ditionito).

Tiempo de trituracién = 3 minutos.

Centrifugacion 100.000 X g.-90 minutos.

Medios de trituracién : agua destilada (a.d.), tampén fosfato de pH 74, 0,1 M,
0,1 M.)y 0,2 M, (0,2 M.).

TABLA 26

Influencia de la molaridad del tampén fosfato (pH 7,4) sobre la |
solubilizacion de los citocromos y flavinas de H. stellata.

Molaridad Concentracién de Concentracion de
del tampoén citocromos flavinas
gmoles /ml. mgrs. /ml. pmoles /ml.
0,2 64 X 104 83 X 10-3 3,14 X 10-3
0,4 59 X 104 7,7 X 10-3 1,83 X 10-3
0,7 78 X 104 10,1 X 103 264 X 10-3 .
1 1,7 X 104 2,2 X 10-3 0,74 X 10-3
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Fig. 52.—Influencia de la molaridad del tampén fosfato (pH 7,4), sobre la solu-

bilizacién de los citocromos de H. stellata.
— Espectros diferenciales (oxidado con agua oxigenada - reducido con ditionito).

Tiempo de trituracién = 3 minutos.

Volumen de trituracién = 8,7 mls.

Centrifugacién 100.000 X g.-90 minutos.

Medios de trituracién : tampén fosfato de pH 7,4, 0,2 M., 0,4 M, 07 M.,y 1M

Con objeto de comprobar el grado de extraccién conseguido en el
experimento anterior, los depdsitos obtenidos en las trituraciones con
tampén 0,2 y 1 M. fueron extraidos de nuevo por el mismo procedimiento.
Se resuspendieron en 8,7 mls., se trituraron de nuevo durante tres minu-
tos, y se centrifugaron a continuacién durante 90 minutos a 100.000 X g.
Véanse en la Fig. 53 los espectros de los sobrenadantes contra los blancos
respectivos.

4.2—Purificacion de los citocromos de H. stellata, solubles en tampén

fosfato de pH 74, 0,5 M.
2.1.—Extraccion y precipitaciones.

203,7 grs. de micelio (18 horas de incubacién), conservados a
—20°C., fueron descongelados y triturados con el homogeneizador de
cuchillas, en presencia de 400 mls. de tampén fosfato (0,5 M, pH 74),
en lotes de 60 mls., durante 5 minutos a 0-5°C. La suspensién de micelio
triturado fue luego mantenida durante 2 horas y media en la cdmara
refrigerada (0-4°C.) removiendo la mezcla con un agitador mecanico. Al
final de este periodo, el triturado, que tenfa’ un color pardo obscuro, fue
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Fig. 53—Grado de extraccién de los citocromos de H. stellata, logrado con tam-
pones fosfato (pH 7,4), 0,2, y 0,1 M. mediante trituracién durante 3 minutos.

(a) Espectros diferenciales (oxidado con agua oxigenada - reducido con ditionito).

(b) Espectros contra los blancos respectivos.

centrifugado a 40.000 X g. durante 60 minutos. Se recogieron 440 mls.
de sobrenadante de un color amarillo rojizo bastante intenso, que se al-
macenaron a 0-5°C. Al depésito, de color pardo muy obscuro, muy denso,
se le afiadieron 240 mls. del mismo tampén que se utilizé para la primera
extraccién y fue triturado y agitado de nuevo, por el mismo procedimiento.
La suspensién fue igualmente centrifugada a 40.000 X g. durante 60 mi-
nutos, obteniendo 310 mls. de sobrenadante, que se reunieron con los
440 mls. de la primera extraccién. Véase en la Fig. 54 los espectros co-
rrespondientes a los sobrenadantes de ambas extracciones. Se tomé como
citocromo oxidado, el sobrenadante tal cual habia sido obtenido de la
centrifugacién y como citocromo reducido, el mismo sobrenadante al que
se adicioné una pequefia cantidad de ditionito.

Los 750 mls. de sobrenadante obtenidos en total de las dos extrac-
ciones, se saturaron al 45 % con 210 grs. de sulfato aménico, que les
fue afiadido lentamente en estado sélido, con agitacién constante. La
suspensién se dejé reposar unos 30 minutos y se centrifugé durante 1 hora
a 40.000 X g. El depésito de la centrifugacién (abundante y blanco),
se resuspendié en 93 mls. de tampén fosfato pH 7,4, 0,5 M. y se conservé
a 0-5°C.

Los 800 mls. de sobrenadante de la precipitacién del 45 %, que te-
nian un color amarillento muy rojizo, se saturaron al 65 % por el mismo
procedimiento anterior, con 128 grs. de sulfato aménico. Se obtuvo asf
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Fig. 54.—Espectros correspondientes a los sobrenadantes de 40.000 X g. de dos
extracciones consecutivas de micelio de H. stellata con tampén fosfato de pH 74,
0,5 M.

— (a) Espectros contra tampén correspondiente.

— (b) Espectros diferenciales (oxidado por la oxidacién natural - reducido con

ditionito).

Micelio triturado = 293,7 grs. suspendidos en tampén fosfato (volumen to-

tal = 400 ml.).
Tiempo de trituracién = 5 minutos.
Volumen de la trituracién = 6 mls.
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un precipitado blanquecino que se dejé reposar durante 30 minutos y se
centrifugé luego como en la precipitacién anterior. El depésito se resus-
pendié en 45 mls. de tampén y se almacené a 0-5°C.

Al sobrenadante de esta centrifugacién (850 mls.), que tenia igual
color al de la anterior, se le fue afiadiendo muy lentamente méas sulfato
aménico, hasta saturacién. Se formé un precipitado muy abundante (que
se separé por centrifugacién durante una hora a 40.000 X g., a 0-5°C) de
color rosa, perfectamente soluble en tampén fosfato. Se disolvié en 45 mls.
dando una solucién de color rosa intenso. Véanse en la Fig. 55 los espec-

Ext. orig

S-100% - N—
400 450 500 550
A (mp)
S-100% b
10

Ext orig.

400 450 500 550
A (mp)
Fig. 55.—Purificacién de los citocromos solubles de H. stellata.
— Espectros de los sobrenadantes de 40.000 X g.-60 min. de las precipitacio-
nes con sulf. aménico al 45 %, 65 % y 100 % de saturacién.

a) Espectros contra tampén fosfato (pH 7,4 — 0,1 M.).
b) Espectros diferenciales (oxidados con agua oxigenada-reducidos con ditionito).
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tros correspondientes a las distintas fracciones sobrenadantes, y en la
Tabla 27 el contenido en citocromos y flavinas de los depésitos.

TABLA 27

Purificacién de los citocromos solubles de «H. stellata».
Fraccionamiento del extracto con sulfato aménico.

Concentracion Citocromos en el Flavoproteinas en
de sulf. amonico precipitado el precipitado
£ moles mgrs. gmoles.
45 % 0,212 2,760 0,136
65 % 0,242 0,315 0,047
100 % 0416 5,405 0,040

Extracto original 1,3 X 10-3 pmols./ml.; 0,0174 mgr./ml.; 7,24 X

X 10-3 mmols.
Sobnte. 100 % — 4,1 X 10-* pmols./ml.: 0,0053 mgrs./ml.; 3,70 X
X 103 mmols. ‘

2.2.—Didlisis y concentraciones

El depésito de la precipitacién a 100 % de saturacién que se habia
disuelto en 4,5 mls. de tampén, se dializé6 a 0-5°C., durante cinco dias
en agitacién, contra 2 litros de agua destilada con seis cambios, compro-
bando la marcha de la dilisis segiin se describe en pag. 50. El contenido
del tubo de dialisis se concentré al vacio (véase pag. 50).

El residuo de la concentracién se disolvié en 30 mls. de tampén
fosfato de pH 7,4, 0,5 M. y se dializé de nuevo de igual modo, durante
20 horas, contra 2 litros de agua desionizada, y un cambio. Tras la dltima
dialisis, se concentré de nuevo por el mismo procedimiento anterior y se
disolvié el residuo en 4,7 mls. de tampén fosfato de pH 7,4, 0,5 M. con
cuya solucién se obtuvo el espectro de la Fig. 56.

2.3 —Cromatografia de filtracién molecular por Sephadex - G-100.

Se preparé la columna de cromatografia, con Sephadex G-100, segiin
se indica en la pag. 50 y se comprobé su «volumen vacio» (véase pag. 51)
que resulté ser de 10 ml.

Se pasaron por la misma 4,3 mls. (de los 4,7 en que se redisolvié el
depésito de la precipitacién con 100 % de saturacién de sulfato aménico),
que fueron arrastrados con tampén fosfato de pH 7,4, 0,5 M. a una velo-
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Fig. 56.—~Espectro visible de la fraccién precipitado con 100 % de saturacién

de sulfato aménico, tras la dislisis concentracién (a espectro
e sul R 181 1 t i
tionito (b). Yy (a), Y pectro reducido con

cidad de 11 ml. /hora, recogiendo muestras de 2,2 mls. de volumen median-
te un colector de fracciones (véase Fig. 9). Todos los tubos, del 10 al 30
mostraban signos de la presencia de citocromos, como puede verse en los
espectros de la Fig. 57.

2.4—Cromatografias de intercambio iénico con DEAE-22.
1.% Cromatografia.

El contenido de los tubos de la banda central de la filtracién por
Sephadex G-100 (tubos 14, 15, 16, 17, 18 y 19), se reunié6 y dializé durante
24 horas, contra 2 litros de agua desionizada. '

El contenido del tubo de la diélisis, al término de la misma, se con-
centré a sequedad a vacio (véase pag. 50), y el residuo, de color rosa intenso,
se disolvi6 en 2,5 ml. de tampén fosfato pH 7,4 0,0025 M. y se centrifugé
a 25.000 X g. durante 15 minutos para clarificarlo y evitar asi el tapo-
namiento de la columna. El material asf obtenido mostraba una relacién
Es4/E280 = 19,6. Dos mililitros del mismo, se colocaron en la columna
de DEAE-22 (que se prepar6 segun se indica en la pag. 54) en la cdmara
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Fig. 57.—Purificacién de los citocromos solubles de H. stellata.
—Cromatografia en Sephadex G-100 de la fraccién del extracto en tampén fos-
fato del micelio, precipitada con el 100 % de saturacién de sulfato aménico.
a) Distribucién de la proteina en las diversas fracciones cromatogréficas.

b) Espectros de los tubos n.° 16 y 22.

Blanco = tampén fosfato de pH 7,4, 0,5 M.
Lecho cromatogrifico = 27 cms.; Velocidad de elucién = 11 ml/h. Columna

hidrostatica = 45 cms.

fria a 0-5°C. La muestra fue eluida con 90 ml. de tampén fosfato de pH

74 -0,025 M.; y 90 ml. de tampén 0,5 M. toméndose muestras de 3 mls.

Véase en la Fig. 58 la marcha de la cromatografia en la Tabla 28 la rela-
cién Eg14/E 280 de lcs distintos tubos y en la Fig. 59 los espectros de los
tubos 23, 54 y de la muestra original.
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Fig. 58.—Purificacién de los citocromos solubles de H. stellata.
— Cromatografia en DEAE-22 del extracto en tampén fosfato, del micelit}Jl, re-

viamente purificado por precipitacién con sulfato aménico y filtracién por Sephadex.

Lecho cromatografico = 45 cms.: Seccién de la columna = 1,5 cms.; Columna

hidrostatica = 30 cms.; Velocidad de elucién = 36 mls./hora.
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Fig. 59.—Caracteristicas espectroscépicas de los citocromos solubles de H. ste-

lata.
— Espectros de los tubos 23, y 54 de la cromatografia en DEAE-22 del extracto

en tampén fosfato, del micelio de H. stellata previamente purificado por precipitacién
con sulfato aménico y filtraciéon por Sephadex.

(a) Estado de oxidacién del citocromo a la salida de la columna.

(b) Espectro del citocromo oxidado con ferricianuro potésico.

(c) Espectro del citocromo reducido con ditionito.
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Fig. 60.—Caracteristicas espectroscépicas de los citocromos solubles de H. stellata.
~— Espectros diferenciales (oxidado con ferricianuro reducido con ditionito) de
los tubos 23 y 54 de la cromatografia en DEAE-22 del extracto en tampén fosfato
del micelio de H. stellata previamente purificado por precipitacién con sulfato amé-
nico y filtracién por Sephadex.



TABLA 28

Desarrollo de la cromatografia en DEAE-22 del extracto en tan.zp.én fc};sfato,
de micelio de «H. stellata», previamente purificado por precipitacion por
sulfato aménico y filtracion por Sephadex G-100.

Distribucién de la relacién Eq;4/Ezgo en los tubos.

Tubo n.°© Ea414/E280 Tubo n.°0 Ea414/E2s0
20 2,46 50 1,82
21 3,49 51 2,87
22 3,56 52 3,01
23 3,52 53 3,26
24 3,14 54 2,00
25 3,14 55 117
2 0,14 56 0,54
27 0 57 0,12

58 0,08
59 0,05
60 0,06

o5t
( /\/ . L

300 400 500

A (mpu)

Fig. 61.—Espectro contra tampén fosfato de pH 74, 0,5 M., del contenido del
tubo n.° 22 de la primera cromatografia en DEAE-22.
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2.2 Cromatografia de intercambio iénico.

Otra muestra del mismo origen, disuelta en 2 mls. fue pasada también
por una columna de DEAE. La cromatografia fue desarrollada eluyendo

con 130 mls. de las siguientes concentraciones de tampén : 0,0025 M.,
0,1M.,03M.,05M.,y 1 M.

TABLA 29

Desarrollo de la cromatografia en DEAE-22, del extracto en tampdn
fosfato, del micelio de H. stellata previamente purificado por precipitacion
con sulfato aménico y filtracion por Sephadex.

Distribucién de la relacién E 414/F.2g0 en los distintos tubos.

Tubo n.0 Eq14/E280 Tubo n.0 E414/E280
26 2,81 75 2,13
27 3,18 76 2,74
28 3,12 77 2,02
29 2,73 78 0,93
30 1,00 79 0,43
31 0,10 80 0,24

81 0,15

En la Fig. 62 puede observarse el desarrollo de la cromatografia,
y en la Tabla 29 la relacién E414/Eg2s0 de las diversas fracciones.

Las caracteristicas espectrofotométricas fundamentales de los cito-
cromos solubles de H. stellata pueden verse en la Tabla 30 y en las Figs.

59 y 60, en las que se observa el estado de oxidacién del citocromo a la
salida de la columna.
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Fig. 62—Cromatografia en DEAE-22 del extracto de micelio de Hemispora
stellata ( de 18 horas de incubacién) en tampén fosfato.

— Lecho cromatografico = 45 cms.; Seccion de la columna = 1,5 cms.; Co-

lumna hidrostitica = 30 cms. Velocidad de eluciéon =

TABLA 30

36 mls./hora.

Caracteristicas espectrales de los citocromos solubles de H. stellata.

Citocromo tipo C (550 H. stellata)

Maximos del espectro

reducido 280 316
Miximos del espectro
oxidado 275-80 355-60

Cocientes: — 416 eq/550 red

416 520 550

409 530 560
(Soret/ @) = 4,61

— 550red/ 520 red (o /B) = 1,74

— 55014/ 280 red = 0,84

== 4‘09red/4‘16 red = 0a74‘
Citocromo tipo C (552 H. stellata)
Maéximos del espectro
reducido 273-80 313-18 416 522 552
Maximos del espectro
oxidado 410 531 563-66

Cocientes: — 416,.4/552 red
— 552 .4/522 red
— 552 red/280 red
— 4104, /416 req

(Soret/ @) = 4,73
(a/B) =17

= 0,92

=071

— 152 —

ESQUEMA DE LA PURIFICACION DE LOS CITOCROMOS DE H. stellata

Micelio de 18 horas
( 290 grs. )
18 EXPRACCION ( 1289 mgre. prot. )

2¢ EXTRACCION ( 511 mgrs. prot. )

Centrifugacién - 60 minutos - 40.000 X g.

PRECIPITACIONES CON SULFATO AMONICO

45%/!%\65%

( 175 mgrs. prot. )
( 2°76 mgrs. oitl )
( 0°136 mmoles Fp.)

( 207 mgrs. prot. )
( 07315 mgre. cit.)
( 07047 mmoles Fp.)

( 185 mgrs. prot. )
( 5°4 mgrs. cit. )
( 0°04 mmoles Fp.)

DIALISIS Y CONCENTRACIONES
( 2 veces )

CROMATOGRAFIA '- Sephadex G-100

18 CROMATOGRAFIA DEAE-22 2% CROMATOGRAFIA DEAE-22
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VII-7—DISCUSION.

Los resultados presentados en este capitulo ponen de manifiesto la
existencia de dos citocromos solubles en el H. stellata. La posicién de las
bandas « & » de su espectro de absorcién obliga a su clasificacién dentro
del tipo c.

Son facilmente solubles en agua destilada y en tampén fosfato
(pH 7.4, 0,1 M.) pero mucho més solubles en este dltimo, siendo casi total-
mente extraidos mediante un breve tratamiento con ultrasonidos o tritu-
racién con homogeneizador de cuchillas. Su comportamiento frente al
sulfato aménico difiere considerablemente del de otros citocromos solu-
bles: Azotobacter vinelandii (SHETNA, WiLLsON y BEINERT, 1966), ca-
racol, (Kawai, 1961), Anacystis nidulans (HoLTOoN y MEYERS, 1967), y
el del corazén de caballo; y es muy semejante en cambio a los citocromos
c de Navicula pelliculosa.

La cromatografia en Sephadex G-100 purifica considerablemente el
conjunto de citocromos solubles multiplicando por un factor de 20 la rela-
cién E414/E2g0 pero es incapaz de resolver el sistema.

La cromatografia en DEAE, resulta de una eficacia muy superior,
permite la separacién de dos fracciones que difieren ademas, aunque sélo
ligeramente, en sus caracteristicas especirales,ung con maéaximos en estado
reducido a 280, 316, 416, 520 y 550 milimicras, y en estado oxidado a
275-80, 355-60, 409, 530 y 560 milimicras, al que podemos denominar
tipo C ( 550 H. stellata); y otro con maximos en estado reducido a 273-80,
313-18, 416, 522 y 552 milimicras, y con sus bandas de Soret, «B» y
« o » oxidadas a 410, 531 y 563-66 milimicras, al que puede denominarse
tipo C (552 H. stellata).

Ninguno de los citocromos es facilmente autooxidable; salen de las
columnas cromatograficas parcialmente reducidos y no se oxidan mediante
burbujeo de oxigeno a través de sus disoluciones; ambos se oxidan por el
agua oxigenada y el ferricianuro potésico.

Ambos citocromos son evidentemente muy distintos del citocromo ¢
de las levaduras, estudiado por KeiLin y HARTREE (1949), y EsTABROOK,
(1957).

El citocromo tipd ¢ (552), resulta muy parecido al citocromo C
(552 Euglena) (PERINI, KAMEN y ScHIFF, 1964). El estado de pureza de
nuestra preparacién a juzgar por la relacién E de la banda « @»/Eqgg
es tan elevada como el obtenido por PERINI y col. y la relacién « & »/ «B»
es idéntica. La posicién de las bandas de Soret oxidada y reducida, coin-
ciden, pero-no la relacién entre ellas.

El citocromo C (550), se parece en algunos aspectos, al citocromo C
(550) de Navicula pelliculosa de Yamanaka (1962) pero las bandas de
Soret y «B», se encuentran desplazadas dos milimicras hacia la regién
ultravioleta del espectro. La relacién «@» /«B» del citocromo C (550)
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de H. stellata es mis elevada, al igual que la relacién banda de Soretred/
/Eggo. La reduccién no provoca cambios tan acusados en la extincién de
la banda de Soret. El cit. C (550 Navicula pelliculosa) precipita ademds
entre 40-50 % de saturacién de sulfato aménico, en tanto que el de H. ste-
llata, precipita entre 65-100 % de saturacién.

Aunque no estd definitivamente descartada la posibilidad de que uno
de los citocromos derive del otro por desnaturalizacién, parece, sin em-
bargo sumamente improbable dada la constancia de 1a relacién entre ellos
en las distintas cromatografias, y lo poco favorable al proceso de desnatura-
lizacién, de las condiciones a que fueron sometidos en el proceso de puri-
ficacién.

El sistema citocrémico de Hemispora stellata debe incluir indudable-
mente otros citocromos. Las particulas obtenidas por sonicacién y cen-
trifugacién a 25.000 X g.-30 minutos, y a 100.000 X g.-90 minutos,
presentan espectros diferenciales (oxidado con ferricianuro-reducido con
ditionito) que evidencia la existencia de citocromos insolubles.

CAPITULO VIII
VIII.—INHIBIDORES
VIII-1.—Introduccién.

Uno de los sistemas de estudio mas fructiferos de la cadena respira-
toria consiste en el empleo de inhibidores que detienen el flujo dg electro-
nes en determinaJo punto de la misma (véase pag. 23). Su uso ofrece ciertas
dificultades (HrLvL y HarTreE, 1953; SmitH y CHANCE, 1958), entre las
que se encuentran la posible incapacidad de penetracién cuando se utilizan
células enteras, y la probabilidad de que el inhibidor sea fijado por de-
terminadas sustancias presentes en la preparacion.

La susceptibilidad de los distintos sistemas biolégicos a los inhibi-
dores de la cadena respiratoria es muy variada (SmiTH, 1961). En el
presente capitulo se estudia la sensibilidad de diversas actividades enzi-
méticas a distintos inhibidores.

VIII-2.—Material y métodos.

2.1.—Preparaciones enzimdticas.

Se utiliz6 siempre como medio de suspensién el tampén fosfato
depH 74, 0,1 M.

Se utilizaron: a) Células enteras: conidios con 16-18 horas de incu-
bacién (30-40 % de germinacién).
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b) Extractos libres de células, logrados a partir de conidios de carac-
teristicas idénticas a los anteriores, mediante sonicacién (tratamiento de
5 minutos en voléimenes de 5 mls.), con una concentraciéon de conidios en
el medio de 1.200 millones/ml.) y centrifugacién a 800 X g. durante
3 minutos.

c¢) Sonicado total, preparado por sonicacién ultrasénica, con el
mismo tratamiento indicado en {(b).

2.2.—Determinaciones enzimdticas.

Se llevaron a cabo por los métodos manométricos descritos en la me-
todologia general.

2.3.—Inhibidores.

Todas las soluciones se prepararon inmediatamente antes de su uso.
Las disoluciones etandlicas se anadieron en volamenes de 10-20 microli-
tros (amital y antimicina), 0,1 — 0,2 mls. (ditizona), 0,3 mls. (clorhidra-
to de hidroxilamina, introduciendo en la serie de determinaciones, los
controles adecuados.

Las disoluciones acuosas se prepararon en tampén fosfato de pH
74, 0,1 M., y se afiadieron en voliimenes de 0,3 mls. Salvo expresamente
indicado, todos los inhibidores se pipetaron en el compartimento lateral.

— Amital sédico (Sigma).—Solucién etandlica.

— Antimicina A (Sigma).—Solucién etandlica.

— Clorhidrato de fenilhidracina (Merck).—Solucién acuosa.

— Clorhidrato de ortofenantrolina (Schuchardt).—Solucién acuosa.

— Clorhidrato de hidroxilamina (Merck).—Solucién etanélica.

— Sorbato sédico.—Solucién acuosa preparada neutralizando con
NaOH, acido sérbico (Schuchardt).

— Ditizona (B. D. H.).—Disolucién etanélica.

— Cupferrén (B. D. H.).—Solucién acuosa.

— Malonato sédico.—Se preparé en solucién acuosa, por neutrali-
zacién con NaOH de acido mélico (B. D. H.)

— « - @ - dipiridilo (B. D. H.).—Solucién acuosa.

— EDTA (Schuchardt).—Solucién acuosa.

— Azida sédica (B. D. H.).—Solucién acuosa.

— Paracloromercurobenzoato.—Se preparé en solucién acuosa, por
neutralizacién con NaOH, de 4cido paracloromercurobenzoico.

(B.D.H.).
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VIII-3.—RESULTADOS.

3.1.—Resistencia de la actividad succinico-oxidasa, del extracto libre de
células, a la sonicacion, congelacion y almacenamiento a 0-5°C.

Con objeto de explorar la posibilidad de utilizar una misma prepa-
racién durante estas experiencias, se estudié la estabilidad de la actividad
succinato-oxidasa de la fraccién sobrenadante de la centrifugacién a
800 X g.-2,5 minutos, frente a diversos factores.

TABLA 31

Efecto de la sonicacién, congelacion v almacenamiento a 0-5°C., sobre
la actividad succinato-oxidasa de la fraccion Sobnte. 800 X g.-2,5 min.

Proteina total Actividad especifica
(mgrs. en la fraccién)

Control 84,9 2,48
Congelacion y
descongelacion-2 veces. » 1,95
Sonicacién-10 min. » 0,28
Almacenamiento (0-5°C.) »
22 horas » 2,48
91 horas » 1,09
— Germinacién del micelio = 38,7 %.
— Concentracién de proteina en el compartimento de reaccién = 16 mgrs./ml.

A partir del micelio procedente de la incubacién de 6 erlenmeyers
sembrados con 20-40 millones de conidios/ml., se preparé un extracto
libre de células, que se dividié en cuatro fracciones. Una de ellas se tomo
como control, y se analizé inmediatamente su actividad succinato-oxidasa
y las restantes fueron sometidas a sonicacién (durante 10 minutos), conj
gelacién y descongelacién brusca (por dos veces), y a almacenamiento en
el frigorifico a 0-5°C. De esta tikima fraccién, se tomaron dos muestras
una a las 22 horas, y la otra a las 91 horas. ’

.

Los resultados obtenidos se retinen en la Tabla 31 y Fig. 63.
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Fig. 63.—Efecto de la sonicacién, congelacién-descongelacién y almacenamien-
to, sobre la actividad succinato-oxidasa de la fraccién Sobnte. 800 X g.-2,5 min.

— Germinacién del micelio = 38,7 %. ) _—
— Concentracién de proteina en el compartimento de reaccion = 16 mgrs./ml.

3.9.—Sensibilidad de las células enteras frente a distintos inhibidores.

a) Efecto del amital, antimicina A, clorhidrato de ortofenantrolina, y
cianuro potdsico, sobre la actividad glucosa-oxidasa.

El micelio procedente de cuatro erlenmeyers (medio de Vaisc.ey con
7,5 % de CINa, 18 horas de incubacién) fue recogido y 1'esusl3e11d1d0 en
25 mls. de tampén fosfato. De esta suspensién se retiré una alicuota para
recuentos v determinaciones de proteina v el vesto fue utilizado para 1;.15
determinaciones de las actividades enziméticas en presencia de clorhi-
drato de ortofenantrolina (10-3 M.), antimicina A (3,0 X 1077 M.),
amital (5,5 X 10-% M.) y cianuro potésico (103 M.).
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TABLA 32

Efectos del amital, antimicina A, clorhidrato de ortofenantrolina, y
cianuro potdsico, sobre la actividad glucosa-oxidasa de las células enteras.

Actividades especificas

Respiracion Resp. endogena + % dela
endégena gluc.-oxidasa actividad
control
Control 2,1 5,8 100
Clorh. de ortof. 1,9 34
(10-3 M.)
Antimicina A 6,8 117
(3,6 X 10-7M.)
(0,93 gr./magr. prot.) 6.8 117
Amital
(5,5 X 10-4M.)
Cianuro potésico 0,9 15,5
(10-3 M.)

— Germinacién del micelio = 33 %.
— Concentracién de proteina en el compartimento de reaccién = 17,9 mgrs./ml.

Durante los primeros 25 minutos se registré la actividad respiracién
endégena y respiracién endégena + glucosa-oxidasa de los controles y
los matraces muestra, sin mezclar el contenido de los compartimentos la-
terales. A continuacién se vertié el contenido de éstos en todos los matraces
(que tenian idéntico volumen, 0,3 mls.) y eran de glucosa 0,3 M. en el
control de glucosa-oxidasa, y de las soluciones de los respectivos inhibi-
dores en los matraces muestra.

b) Efecto del paracloromercurobenzoato, clorhidrato de fenilhidracina,

y clorhidrato de hidroxilamina, sobre la respiracién endégena y glucosa-
oxidasa de células enteras.

Con el micelio de dos erlenmeyers cultivados scgtin se ha descrito
en el experimento anterior, se preparé una suspensién en tampén fosfato,
con un volumen total de 47 mls. De esta suspensién se separé una alicuota
para recuentos (23,1 % de germinacién) y determinaciones de proteina.
El resto fue utilizado para el estudio de los efectos sobre las actividades
respiracién endégena y glucosa-oxidasa, de los siguientes inhibidores:
PCMB (7 X 10-3 M.), clorhidrato de fenilhidracina (10-¢ M.), y clorhi-
drato de hidroxilamina (10-5 M.).
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Fig. 64—Efecto del amital, antimicina A, clorhidrato de ortofenantrolina, y
cianuro potdsico, sobre la actividad glucosa-oxidasa de células enteras.

— Germinacién del micelio = 33 %. )
— Concentracién de protefna en el compartimento de reacciéon X 17,9 mgrs./ml.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 33 y se representan
graficamente en la Fig. 65.
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Fig. 65.—Efecto del PCMB, clorhidrato de fenilhidracina y clorhidrato de hidroxila-
mina, sobre la respiracién endégena y glucosa-oxidasa de células enteras.
Concentracién de los inhibidores:

PCMB = 7 X10-3M.
Clorh. de fenilh. = 10-6M.
Clorh. de hidroxil. = 10-5M.
—La flecha en la grifica indica el momento en que se vertieron los
inhibidores.
— Germinacién del micelio = 23,1 %
—Concentracion de proteina en el compartimento de reaccién
= 2,5 mgrs./ml.
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TABLA 33

Efecto del PCMB, clorhidrato de fenilhidracina y clorhidrato de
hidroxilamina, sobre la respiracién endégena y glucosa-oxidasa de células
enteras.

e de la actividad control

Respiracion Respiracion endogena +
endogena glucosa-oxidasa
PCMB (7 X 10-3M.) 37 75
Clorh. de fenilhidr. 111 103,0
(10-6 M.) ,
Clorh. de hidroxilam. 113 24.0
(10-5 M.)

— Germinacién del micelio = 23,1 %
— Concentracién de proteina en el compartimento de reaccién = 2,5 mgrs./ml.

c)—=Efecto del sorbato sédico sobre la respiracion endégena y glucosa-
oxidasa de células enteras.

Los efectos del sorbato, un fungisttico ampliamente utilizado, se
estudiaron en las células enteras, registrando las actividades respiracién
endégena y glucosa-oxidasa en ausencia de sorbato, y en presencia del
mismo, 0,06 M.

Los resultados obtenidos, se recogen en la Tabla 34.

TABLA 34

Efecto del sorbato sédico sobre la respiracion endégena y la
glucosa-oxidasa de células enteras.

Actividades especificas
(#103 /hora/mgr. proteina)

Respiracion Respiraciéon endogena +
endogena glucosa-oxidasa
Control 2,0 2,7
Sorbato (0,06 M.) 1,5 1,9
— Germinacién del micelio = 30 %.
— Concentracién de proteina en el compartimento de reaccion = 4,87 mgrs./ml.
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d).—Efecto de diferentes concentraciones de clorhidrato de ortofenanirolina
sobre las actividades respiracion endégena y glucosa-oxidasa de cé-
lulas enteras.

El clorhidrato de ortofenantrolina sélo inhibe la seccién NADH-
oxidasa de la cadena respiratoria de las mitocondrias, en concentraciones
1-1,5 X 10-3 M., y la estimula a concentraciones del orden de 10-4, 10-5 M.
(REDFEARN, y col. 1965).

Dada la eficacia inhibidora mostrada por la ortofenantrolina en la
experiencia anterior (pag. 158), se intentaron estudiar sus acciones en un
intervalo amplio de concentraciones.

El micelio obtenido a partir de cinco erlenmeyer, fue resuspendido
en tampén fosfato de pH 7,4, 0,1 M., hasta volumen de 30 mls. Una alicuota
fue usada para recuentos y determinaciones de proteina y en la suspensién
restante, se analizé el efecto de diversas concéntraciones de clorhidrato
de ortofenantrolina sobre las actividades respiracién endégena y glucosa-
oxidasa. .

Los resultados obtenidos se hallan en la Tabla 35 y fig. 66. La dis-
persi6én del valor correspondiente a la concentracién 10-4 M., en la gréfica
de la fig. 66 parece ser un error experimental, pues ya se manifestaba
antes de actuar el inhibidor.

TABLA 35

Efecto del clorhidrato de ortofenantrolina sobre las actividades respiracion
enddgena y glucosa-oxidasa de células enteras.

Actividades especificas

Clorhidrato de Respiracion Glucosa-oxida- Inhibicion de la
ortofenantrolina enddégena sa + Resp. end. glucosa oxidasa
M (%0)
0 26,0 106 0
5 X 10-3 S 98 7,6
10-4 25,5 68 35,8
5 X 104 25,5 58 45,3
10-3 20,0 18 83,0
5 X 10-3 25,5 55 94,8
— Germinacién = 13,5 %; Proteina en el matraz de Warburg = 22,8 mg.

El clorhidrato de ortofenantrolina no ejerce efecto alguno sobre la
resp. endégena y deprime la gluc.-oxidasa con una intensidad proporcional
al log. de su concentracién molar.
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Fig. 66—Efecto del clorhidrato de ortofenantrolina sobre las actividades respi-

ratién endégena y glucosa-oxidasa de células enteras.

— Germinacién del micelio = 13,5 %

— Concentracién de proteina en el compartimento de reaccién = 22,8 mgrs./ml.
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e) Efecto de diversos iones (Fe., Zn., Mg., y Ca.), sobre la inhibicién de
la glucosa-oxidasa por el clorhidrato de ortofenantrolina

Aunque parece muy probable que los efectos estimulantes de bajas
concentraciones de ortofenantrolina sobre la actividad NADH-oxida-
sa, e inhibidora a concentraciones altas, en las preparaciones de KerLin
HARTREE, no se deba a la accién quelante de la ortofenantrolina (REDrEARN,
WITHAKER y BURGos, 1965), es bien conocida la accién inhibidora de la
ortofenantrolina sobre diversas metaloflavoproteinas enzimaticas, como
consecuencia de su capacidad de quelacién, y la reversibilidad de la misma
por distintos iones metélicos.

Con objeto de estudiar si el claro efecto inhibidor sobre el sistema
glucosa-oxidasa ejercido.por la ortofenantrolina, es, o no, debido a la
accién quelante, se intenté reactivar las preparaciones con diversos iones
metalicos.

El micelio procedente de la incubacién de cuatro erlenmeyer por el
procedimiento standard, se resuspendié en 27 mls. de tampén fosfato, y
se retiraron alicuotas para las determinaciones de proteina y de porcentaje
de germinaci6n. El resto se utiliz6 para la determinacién de la capacidad

TABLA 36

Efecto de diversos iones sobre la actividad glucosa-oxidasa deprimida por
el clorhidrato de ortofenantrolina

Actividad especifica

Respiraciéon endoge-
na + glucosa-oxidasa

Ortofenantrolina Tones metalicos T do Lo netividas
control) (1)

0 Fett 2,5 X 10-3 M. 97,2

0 In*+ » 103,2

"0 Mgt » 99,0

0 Cat+ » 84,7

2,5 — 10-3 M. ninguno 30,5
» Fet+ 25 X 10-3 M. 38,0

» Int+ » 18,1

» Mg'H' » 17,5

» Catt » 17,2

(1)—55 minutos después de la adicién de los iones.

— Germinacién del micelio = 13 %.
— Concentracién de proteinas en el compartimento de reaccibn = 8 mgrs./ml.
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de oxidacién de la glucosa tras el tratamiento con ortofenantrolina, antes y
después de la adicién de Fer*, Znt+, Mg+t y Ca*+. Para ello se regisiré
durante 25 minutos, la actividad glucosa-oxidasa con y sin ortofenantro-
lina (2,5 X 10-3 M.) en ausencia de iones metélicos, vertiéndose a con-
tinuacién éstos, desde los compartimentos laterales, y observando su efecto
sobre el consumo de Oy

Los resultados obtenidos se hallan en la Tabla 36.

f) Efecto del EDTA. a - o *-dipiridilo, cupferrén y ditizona, sobre las acti-

vidades respiracién endégena y glucosa-oxidasa de células enteras.

El efecto inhibidor de otros agentes de quelacién fue estudiado sobre
otra preparacién que poseia el 25,6 % de germinacién. Véanse en la Tabla 37
los resultados obtenidos.

TABLA 37

Efecto del EDTA, a - a’ - dipiridilo, cupferrén y ditizona sobre las acti-
vidades respiracién endégena y glucosa-oxidasa de células enteras.

% de la actividad control

Respiracion Glucosa-oxidasa + respira-
endégena cién endég.
EDTA 10-3 M. 96,1 88,5
o - o’-dipiridilo, 103 M. 128,0 88,0
Cupferrén 5 X 1073 M. 100,0 112,7
5 X 10-3 M. 100,0 1032
Ditizona 5 X 10-¢M. 112,0 27,7

—— Germinacién = 25,6 %
Proteina en el compartimento de reaccién = 10 mgrs./ml.

g) Inhibicién por la azida sédica, de las actividades respiracién endégena
y glucosa-oxidasa de células enteras.

La azida sédica es uno de los inhibidores de la porcién final de la
cadena respiratoria cuyas acciones varian mas en los distintos sistemas
biolégicos (SmiTH, 1961).

Sus efectos sobre el metabolismo aerébico de la glucosa exégena y los
sustratos endégenos se estudiaron sobre gemas procedentes de la incuba-
ci6n durante 17 horas, de 4 erlenmeyers cultivados por el procedimiento
standard (25,6 % de germinaci6n).
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La adicién de la azida, que tuvo lugar desde el compartimento late-
ral, se efectué 37 minutos después del comienzo de la incubacién. Sus
efectos pueden observarse en la Tabla 38 y Fig. 67.

TABLA 38

Efecto de la azida sédica sobre la oxidacion del sustrato endégeno y la
glucosa, por células recién germinadas de H. stellata.

% de la actividad control

Concentracion Respiracién Respiracion endégena + gluco-
de azida endogena (1) sa-oxidasa (2)
10-7M. 98,5 102

10-5 M. 100,0 110

10-3 M. 110,0 142

5 X 10-2 M. 49,6 26

(1).—15 minutos después de la adicién del inhibidor.
(2).—80 minutos después de la adicién del inhibidor.

—Germinacién = 25,6 %; proteina en el compartimento de reaccién =
4.9 mgrs./ml.

h) Efecto de la antimicina sobre las actividades respiracién endégena
y glucosa-oxidasa de células enteras.

La antimicina, que inhibe tan pronunciadamente el flujo de electro-
nes en las mitocondrias de los mamiferos, es en cambio ineficaz frente a
los sitemas bacterianos (SmitH, 1954; BRUENMMER y col., 1957; Lich-
TBOWN y JACKSON, 1956). En algunos experimentos con hongos se ha mos-

TABLA 39

Efecto de la antimicina sobre el metabolismo aerébico de la glucosa y el
sustrato endogeno.

% de la actividad control

Concent_ra'ci'én de : Respiracion Respiracion endogena +
antimicina enddgena + glucosa-oxidasa
M {L 2 /mgr. prot.
7,7 X 10~ M. 0,173 105 96,0
3,8 X 10-5M. 0,865 105 98,0
7,7 X 10-5M. 1,730 107 102.,5

— Germinacién del micelio = 28,2 %.
— Proteina en el compartimento de reaccién = 20,5 mgr./ml.
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Fig. 67—Efecto de la azida sédica sobre las actividades respiracién endégena y
glucosa-oxidasa de células enteras.

—La flecha en la gréfica, indica el momento en que se vertié en inhibidor.
— Germinacién = 25,6 %.
— Proteina en el compartimiento de reaccién = 4,9 mgrs./ml.
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Fig. 68.—Efecto de la antimicina sobre el metabolismo aerébico de la glucosa
y el sustrato endégeno.

— La flecha en la grifica indica el momento en que se vertié el inhibidor.
— Germinacién = 28,2 %.
— Concentracién de proteina en el matraz de Warburg = 20,6 mgrs./ml.
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trado capaz de inhibir totalmente la actividad respiratoria (ScHicHI y
Urrran, 1964).

Dada la falta de inhibicién y ligero estimulo del consumo de oxigeno
durante el metabolismo de la glucosa, observado en a), se decidié estudiar
més detalladamente sus acciones. Se utilizé para ello una preparacién de
conidios incubados 17 horas, por el método standard (germinacién =
= 282 %).

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 39 y Fig. 68.

i) Efecto del malonato sobre la respiracién enddgena de células enteras.

El malonato es un poderoso inhibidor competitivo de la oxidacién
del succinato, frecuentemente utilizado para suprimir la respiracién en-
dégena (Bryra Kanwea y Frackowiak, 1967). Sus acciones sobre la
respiracién endégena de las gemas de H. stellata fueron estudiadas sobre
una preparacién de conidios que habia sido incubada por el procedimiento
standard, durante 14 horas, y que poseia el 15 % de conidios germinados.
Se registré el consumo de oxigeno antes y después de la adicién del ma-
lonato y se mantuvo un control.

TABLA 40
Efecto del malonato sédico sobre la respiracion enddgena de gemas de
H. stellata.
% de la actividad control
Malonato [M] Respiracion endégena
10-2 115
10-1 164

— Germinacién = 22,5 %.
— Proteina = 14,6 mgrs./mat. Warburg.

j) Efectos del 2-4-dinitrofenol sobre la respiracién endégena y glucosa-
oxidasa de células enteras.

El 2-4-dinitrofenol es un desacoplador de la fosforizacién oxidativa
que a bajas concentraciones, al liberar la oxidacién de la carga que su-
pone la fosforilizacién, estimula el consumo de oxigeno. Este efecto ha
sido comprobado en los hongos (Schichi y Uritani, 1964). A concentracio-
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Fig. 69—FEfecto del malonato sédico sobre la respiracién endégena de gemas

de H. stellata.

—Germinacién del micelio = 15 9.
—Proteina = 14,6 mgrs./ mat. Warburg.
—La flecha indica el momento de vertido del inhibidor.

TABLA 41

Efectos del 24-dinitrofenol sobre la respiracion endégena y la oxidacién

de la glucosa por gemas de H. stellata.

% de la actividad control

24- Respiracién Respiracion endogena +
dinitrofenol endogena glucosa-oxidasa
10~ M. 95,5 100

2 X 10-2 M. 80,2 56

—UGerminacién del micelio = 25,6 %
—Proteina = 11,5 mgrs./mat. Warburg.
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nes elevadas (del orden de 10-3 M.) inhibe el metabolismo aerébico mi-
tocondrial (mamiferos) del succinato (Van Sam, 1967).
Sus efectos sobre las gemas de H. stellata se estudiaron sobre una
preparacién de micelio de 18 horas que posefa el 25 % de germin.acién.
Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 41 y en la Fig. 70.
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Fig. 70—Efectos del 2-4-dinitrofenol sobre la respiracién endégena y la oxidacién

de la glucosa por las gemas de H. stellata.

— Germinacién = 25,6 %
— Proteina = 11,5 mgrs./mat. Warburg. o
— La flecha indica el momento de vertido del inhibidor.
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3.3—Sensibilidad de las células rotas frente a distintos inhibidores.

a) Efecto del sorbato sédico sobre las actividades respiracién endégena,
glucosa-oxidasa, succinato-oxidasa, succinato-deshidrogenasa y citocro-
mo-oxidasa de células rotas.

La accién inhibidora del sorbato, comprobada en células enteras,
se estudi6 también en células tratadas con ultrasonidos con objeto de eli-
minar las barreras que pudieran oponerse a su penetracién. Se pretendié
ademds localizar su punto de accién que ha sido descrito situado en las
deshidrogenasas.

Se estudiaron sus efectos sobre el consumo de oxigeno de las células
durante el metabolismo de la glucosa y el succinato junto con sus acciones
sobre la respiracién endégena, la succinato-deshidrogenasa, y la citocro-
mo-oxidasa. Para ello se tomaron conidios incubados durante 18 horas
45 minutos, por el procedimiento standard (41,6 % de germinacién), parte
de los cuales se sonicaron durante 5 minutos en voltimenes de 5 mls.
(1.200 millones de conidios/ml.). Sobre las células enteras se regists6 la
actividad respiratoria endégena y la glucosa-oxidasa en presencia y ausen-
cia de sorbato; y con las células rotas, las actividades succinato-oxidasa,

TABLA 42

Efectos del sorbato sédico sobre la respiracion endégena y la glucosa-
oxidasa de las células enteras, y sobre la succinato-oxidasa, succinato-
deshidrogenasa y citocromo-oxidasa de células sonicadas.

—Actividad en.presencia de 0,803 % de sorbato sédico—

(% de la actividad control)

Células enteras

—Respiracién endégena 75,0

—Respiracién endégena + 70,0
glucosa-oxidasa

Células rotas

—NRespiracién endégena + 81,2
glucosa-oxidasa

—Succinato-oxidasa 69,0

—Succinato-deshidrogenasa 45,0

—LCitocromo-oxidasa 89,6

— Germinacién del micelio = 41,6 %.
— Proteina; células enteras = 26,20 mgrs./mat. Warburg.
células rotas = 24,40 mgrs. /mat. Warburg.
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succinato-deshidrogenasa, citocromo-oxidasa, respiracién endégena y glu-
cosa-oxidasa, también en presencia y. ausecia de sorbato (0,803 %).

Los resultados obtenidos se hallan en la Tabla 42 y Fig. 71 y 72.
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Fig. 71—Efecto del sorbato sédico sobre la respiracién endégena y la glucosa-
oxidasa de las células enteras.

— Germinacién del micelio = 41,6 %.
— Proteina en el matraz de Warburg = 26,20 mgrs.
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Fig. 72—Efectos del sorbato sédico sobre la succinato-oxidasa, succinato-deshi-
drogenasa y citocromo-oxidasa de las células sonicadas.
(Concentracién de sorbato = 0,803 9%).

— Germinacién del micelio = 41,6 %.
— Proteina en el matraz de Warburg. 24,40 mgrs.

3.4—Efecto de la antimicina, el PCMB, el clorhidrato de ortofenantroling
y el sorbato sédico, sobre la succinato-oxidasa del extracto libre de
células.

El estudio de los efectos de la antimicina, el PCMB, el clorhidrato de
ortofenantrolina, y el sorbato sédico sobre la succinato-oxidasa del extracto
libre de células, se efectué utilizando una preparacién de conidios incu-
bados 17 horas, por el procedimiento standard (43 % de germinacién).
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células quedan también totalmente inhibidos por estas concentraciones
de PCMB. También en este sentido se comporta el H. stellata de un modo
muy distinto a Ceratocystis fimbriata estudiado por Schichi y Uritani,
TABLA 43 aunque hay que tener en cuenta que las concentraciones por ellos utiliza-
das eran considerablemente inferiores.

El cianuro potésico a concentraciones del orden de 10-3 M., no in-
hibe totalmente la porcién final de la cadena respiratoria permitiendo la
persistencia de un 15 % de la actividad control. Esta resistencia a la inhi-

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 43.

Efecto de la antimicina, el PCMB, el clorhidrato de ortofenantrolina y el
sorbato sédico, sobre la succinato-oxidasa del extracto libre de células.

Succinato-oxidasa Inhibicién

(%) bicién por el ion cianuro parece ser una caracteristica comin a varios
hongos, y refleja indudablemente importantes diferencias entre su sistema
Control 2,65 citocromo-oxidasa y el de los' mamiferos y las bacterias, muy sensibles a

Antimicina (1,5 X 1075M.) 0,47 84 este inhibidor.
Clorhid. de ortof. (5 X 107 M.) 0,47 84 La fenilhidracina, a las concentraciones ordinariamente usadas no
PCMB (4,7 X 1073 M.) 0,24 92 inhibe ni la respiracién endégena ni el consumo de oxigeno durante el
Sorbato sédico 0,838 % 1,44 46 metabolismo de la glucosa. Tampoco la hidroxilamina afecta en absoluto

— Germinacién 43 %.
— Proteina en el matraz de Warburg = 50,8 mgrs.

VII1-4—DISCUSION.

El sistema succinato-oxidasa en las particulas de H. stellata es bas-
tante sensible a la congelacién y descongelacién, que destruye, al ser lle-
vada a cabo dos veces sucesivas, mas del 20 % de la actividad total; la
actividad succinato-oxidasa se destruye durante el almagenamiento a tem-
peraturas de 0-5 C., si se prolonga mas de 24 horas. Es muy. probable que
la pérdida de la actividad durante la congelacién y descongelacién repeti-
das, refleje cierto grado de desnaturalizacién proteica y que la inestabi-
lidad durante el almacenamiento a 0-5 C., sea consecuencia de la auto-
lisis y el desarrollo microbiano.

El amital, a concentraciones del orden de 5 X 104 M., estimula
ligeramente la respiracién de las gemas de H. stellata consumiendo gluco-
sa; en cierto modo el comportamiento de este hongo, es por tanto, contra-
puesto al originalmente descrito por QUASTEL y Col. (QUASTEL y WHEA-
TLEY, 1933; JoWET y QuasTEL, 1937). Aunque el efecto estimulante no
es muy marcado, sobre todo si se tiene en cuenta que la adicién de este
inhibidor tiene lugar en disolucién etanélica, su sensibilidad al amital es
sin duda muy distinta de la ofrecida por otros hongos como los estudiados
-por ScHicHI (ScHicHI y URITANI, 1964).

El paracloromercurobenzoato a concentraciones entre 1072 y 1073 M
inhiben considerablemente la respiracién endégena y totalmente el consu-
mo de oxigeno debido a la oxidacién de la glucosa por las células ente-
ras. Este efecto es evidentemente ejercido sobre los componentes de la ca-
dena respiratoria ya que la succinato-oxidasa de los extractos libres de

— 176 —

a la respiracién endégena, muy poco a la oxidacién de la glucosa, contras-
tando marcadamente con su accién en otros microrganismos (JURTSHUK,
AsTton y OLp, 1967).

La azida sédica a concentraciones del orden de 10~3 M. e inferiores,
no sélo no inhibe, sino que estimula tanto la respiracién endégena como
la oxidacién de la glucosa y se necesita llegar a concentraciones préximas
a 1072 M. para que se manifieste un notable efecto inhibidor (menos mar-
cado sobre la respiracién endégena).

En conjunto, la porcién final de la cadena respiratoria, parece ser
particularmente resistente a los inhibidores y no es muy fécil que esa re-
sistencia se deba a barreras de difusién.

Ninguno de los agentes de quelacién probados, el EDTA, el « -« ’di-
piridilo, cupferrén y la ditizona afectan a la respiracién endégena de las
células enteras. E! EDTA, «-a’dipiridilo, y el cupferrén, no afectan
tampoco a la oxidasa de la glucosa. La ditizona y la ortofenantrolina, en
cambio, producen una acusada inhibicién del metabolismo aerébico de
la glucosa.

Es curioso que sean precisamente estos dos agentes de quelacién que
tan acusadamente difieren en una propiedad tan importante para su accién
como la liposolubilidad de sus quelatos (TAPPEL, 1959), los menos efica-
ces y que lo sean tanto, si se comparan sus efectos con los producidos sobre
prepraciones de mamiferos (TAPPEL, 1959; REDFEARN y col., 1965). Da-
do que el punto de accién de los quelantes se halla fundamentalmente lo-
calizado entre las flavoproteinas y la ubiquinona, es evidente que la dife-
rencia entre el comportamiento ofrecido por la glucosa y el sustrato en-
dégeno reflejan la distinta sensibilidad de la porcién que precede a los pun-
tos de entrada de los electrones, que de ellos deriva en el tronco comiin de
la cadena transportadora.
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Parece razonable suponer que los efectos de la ortofenantrolina so-
bre la oxidacién de la glucosa sean fundamentalmente consecuencia de
las acciones de este agente de quelacién sobre la porcién NADH-Q-oxido-
reductasa. Es digno de tener en cuenta sin embargo, que inhibe la succina-
to-oxidasa en una extensién del 92 % a concentraciones no superiores a
aquéllas para las que en las preparaciones de mamiferos no manifiesta
accién alguna. En abierta oposicién a lo que ocurre en las preparaciones
de KEILIN HARTREE, (REDFEARN, y col, 1965), no estimula en absoluto
la respiracién a bajas concentraciones, sino que su accién inhibidora es,
en todo el intervalo probado, proporcional al logaritmo de la concentra-
cién, alcanzindose inhibiciones completas a concentraciones del orden
de5 X 1073 M.

La inhibicién de las metaloflavoproteinas por la ortofenantrolina
suelen ser reversibles, recuperando sus actividades enziméaticas mediante
la adicién de iones Fett, Cut*, Ca*t, 6 Mg (SINGER y KEARNY, 1964), a
lo que no parece haber excepcion de NADH-Q - oxidorreductasa de los
mamiferos (REDFEARN y col. 1965). La inhibicién por la ortofenantrolina,
de la oxidacién de la glucosa, no se recupera sin embargo por adicién de
iones metélicos. Tal vez tanto las acciones de la ditizona, como las de la
ortofenantrolina resulten independientes de su poder de quelacién.

La actividad respiratoria de las gemas de H. stellata enteras, resulta

insensible a la antimicina; este inhibidor, que a concentraciones del orden
de 0,07t g./ mgr. de proteina inhibe casi un 100 % de la respiracién de
las mitocondrias de mamiferos y que resulta también bastante eficaz frente
a diversos hongos, no afecta en absoluto ni aun a concentraciones 20-30
veces mas elevadas, la respiracién endégena ni la oxidacién de la glucosa
por las gemas de H. stellata.

Esta resistencia puede deberse en parte, sin embargo, a barreras de
difusién ya que el sistema succinato-oxidasa de las particulas de los ex-
tractos libres de.células queda inhibida en un 84 % por concentraciones
del orden de 0,1 pgrs./ mgr. de proteina. En cualquier caso parece induda-
ble que su cadena respiratoria es particularmente resistente a la antimici-
na.

A las concentraciones habitualmente usadas, no ha sido posible poner
de manifiesto el efecto estimulante de la respiracién ejercido por el 2-4-
dinitrofenol pese a que una de las concentraciones usadas estd muy préxi-
ma a la que ejerce el estimulo méiximo de la respiracién en las mitocon-
drias de mamiferos (VAN Dam, 1967). Es posible que, como observan
ScuicH1 y URITANI (1964), fuera necesario utilizar aun concentraciones
més bajas. El efecto depresor de las concentraciones més altas (2 X
X 1072 M.) resulta, en cambio, claramente manifiesto, lograndose en una
extensién maés alta sobre la- oxidacién de la glucosa que sobre la respira-
cién enddgena.
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IX—CONCLUSIONES

1—La especie Sporendonema epizoum creada por CIFERRI y
RepatLL (CiFerrl y REDAELLI, 1934) agrupando numerosas cepas consi-
deradas hasta entonces como especies diferentes, entre las que se halla
Hemispora stellata, es sumamente heterogénea. La sinonimia Hemispo-
ra Stellata Vuill—Sporendonema epizoum Cir y REp., sélo esta jus-
tificada si para su clasificacién se considera exclusivamente la esporo-
génesis; en efecto, Hemispora stellata forma esporas pseudoendogénica-
mente al igual que el resto de las cepas clasificadas como Sporendonema
epizoum y no es posible observar la formacién de protoconidios descrita
por VUILLEMIN (1906); difiere sin embargo de las caracteristicas citadas
por CIFERRI y REDAELLI como propias de Sporendonema epizoum en su
halofilismo (facultativo), en el tamafio de sus esporas (1,5 micras en lugar
de 3 micras) y en su comportamiento frente a la gelatina (no la licua).

Se impone una clasificacién mas detallada del grupo, atendiendo no
so6lo a la esporogénesis sino también a otras caracteristicas morfolégicas
y funcionales. FrRank y Hess (1941, b) abogaban ya por una posicién
semejante distinguiendo un Sporendonema epizoum y un Sporendonema
minutum en virtud del halofilismo, el tamafio de las esporas y el comporta-
miento frente a la gelatina. Hemispora stellata se halla mas préximo a su
propuesto Sporendonema minutum que a Sporendonema epizoum y sélo
difiere significativamente de la especie propuesta por Frank y HEss en
su comportamiento frente a la gelatina.

Difiere también marcadamente en su halofilismo del microrganis-
mo que bajo el nombre de Sporendonema epizoum utilizé Vaisey (1954).

2—La velocidad de germinacién de las esporas de Hemispora stellata
se ve sumamente influida por su método de obtencién y el nimero de coni-
dios presentes en el medio de incubacién; la sincronizacién del proceso
germinativo es dificil; de los procedimientos intentados sélo resulta parcial-
mente eficaz un tratamiento térmico suave (35°C, 5 minutos) que retrasa
el proceso ademas de sincronizarlo. Parece previsible que un tratamiento
térmico ligeramente més alto (40 - 45 C.) resulte en una sincronizacién
mas eficaz.

3—El proceso germinativo no va acompaiiado en sus etapas iniciales
de una sintesis proteica global muy activa, que sélo comienza, en las con-
diciones de germinacién utilizadas a lo largo de esta tesis, al cabo de
14 horas cuando las hifas comienzan a alargarse. Durante las horas que
preceden a la formacién de las primeras gemas, aumenta notablemente
el consumo de oxigeno por miligramo de proteina resultante del meta-
bolismo aerébico de los sustratos endégenos y de la glucosa exégena.
Estas actividades especificas decrecen luego. Parece obligado concluir
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que durante las etapas que preceden a la germinacién, se sintetizan
preferentemente determinadas proteinas enzimaticas y otros compo-
nentes necesarios para el propio proceso germinativo, entre los que deben
encontrarse los componentes de la cadena respiratoria, las deshidrogena-
sas de los sustratos end6genos y productos de ellos derivados y las deshi-
drogenasas de los metabolitos de la glucosa. El posterior descenso de las
actividades respiratorias especificas debe tener lugar fundamentalmente
por «dilucién» ya que sigue siendo necesario el aporte de energia para los
procesos biosintéticos.

4—Las variaciones de la composicién porcentual experimentadas
por proteinas, lipidos e hidratos de carbono a lo largo del ciclo biolégico
de H. stellata sugieren que este hongo utiliza sus propios hidratos de car-
bono durante el proceso germinativo.

5—Hemispora stellata como la mayor parte de los hongos, sélo posee
uno de los dos tipos de quinonas que intervienen en el transporte biolégico
de electrones. En ninguna de las fases de su ciclo evolutivo, cualquiera
que sean las condiciones de cultivo, se detectan indicios de naftoquinonas.
En todas ellas se presenta una benzoquinona que ha sido caracterizada
como ubiquinona 45 (Qss).

6—La concentracién de Qg5 varia con la fase del ciclo evolutivo y
con las condiciones de cultivo: es de 10 a 20 veces superior en las gemas y
en el micelio cultivado en superficie que en las esporas y en el medio cul-
tivado en profundidad.

En el micelio cultivado en superficie la tasa de ubiquinona aumenta
a medida que éste envejece, de modo semejante a lo observado por TAKEDA
y col. (1968) en Achromobacter y CRanE (1962) en Tetrahymena.

Las variaciones experimentadas por los niveles de ubiquinona en
las distintas fases de desarrollo de H. stellata guardan una correlacién
bastante estrecha con las sufridas por las aptitudes respiratorias y es muy
probable que contribuyan poderosamente a crear estas tltimas.

7—La cadena transportadora de electrones de H. stellata contiene
ademés de otros insolubles, dos nuevos citocromos solubles que han sido
purificados por precipitacién con sulfato aménico y cromatografias de ta-
mizado molecular e intercambio iénico. Hemos denominado en principio
a estos nuevos citocromos, C( 550 H. stellata) y C (552 H. stellata).

Los citocromos C ( 550 H. stellata) y C (552 H. stellata), no son
autooxidables; son eluidos de la columna cromatografica en estado de
casi completa reduccién. Tampoco son oxidados por el burbujeo durante
3 minutos de una corriente de oxigeno pero si por el HyO2 y el ferricianuro
potésico. El ditionito los reduce con facilidad.

El examen de sus caracteristicas espectrales, pone de manifiesto que
aunque el citocromo C (550 H. stellata) guarda cierto parecido con el
citocromo C (550 Navicula pelliculosa) de Yamanaka (1962), la banda
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de Soret y B estdn desplazadas dos milimicras hacia la regi6én del ultravio-
leta. La relacién @ /B del citocromo C (550 H. stellata), es mas ele-
vada asi como también la relacién banda de Soretred /E2go. La reduccién
no provoca cambios tan acusados en la extincién de la banda de Soret. El
citocromo C (550 Navicula pelliculosa) precipita ademés entre 40-50 % de
saturacion de sulfato aménico en tanto que el de H. stellata 1o hace entre
el 65 y el 100 % de saturacién.

8—El estudio sistemético de la cadena respiratoria en las células
enteras de H. stellata se ve dificultado por la existencia de una respiracién
endégena muy alta y la incapacidad de las células enteras de metabolizar
el succinato, a-cetoglutarato, citrato, fumarato ‘y malato.: Esta dificultad
parece ser fundamentalmente reflejo de la incapacidad de estos sustratos
para atravesar la pared celular y puede superarse mediante la ruptura de
las células.

El tratamiento por ultrasonidos permite preparar extractos libres de
células, provistos de actividades succinato-oxidasa, succinato-deshidroge-
nasa, citocromo-oxidasa y parafenilenodiamina-oxidasa.

9—La cadena respiratoria de H. stellata es particulada. Si se quieren
poner de manifiesto las diversas actividades respiratorias, en los extractos
libres de células, se precisa llevar a efecto el tratamiento por ultrasonidos,
que debe ser muy breve. Su prolongacién destruye, probablemente por
subfraccionamiento, las particulas en las que originalmente se halla inte-
grada la totalidad de la cadena respiratoria. Esta afirmacién estd sustan-
ciada por la superior sensibilidad de la actividad succinato-oxidasa a'los
ultrasonidos, si se compara con la succinato-deshidrogenasa o la citocro-
mo-oxidasa. La imposibilidad de poner de manifiesto en los extractos
libres de células, actividades malato-oxidasa, citrato-oxidasa, fumarato-
oxidasa y «-cetoglutarato-oxidasa, parece ser debida a que la superior
complejidad de organizacién de los correspondientes sistemas les confiere
una mayor labilidad.

10—Mediante centrifugacién de las células rotas por tratamiento con
ultrasonidos, pueden prepararse fracciones particuladas que presentan dis-
tintas actividades enzimadticas.

Las particulas obtenidas a 25.000 X g. durante 30 minutos poseen
actividades especificas succinato-oxidasa y citocromo-oxidasa, méaximas,
y las sedimentadas a 100.000 X g. durante 90 minutos la maxima activi-
dad especifica succinato-deshidrogenasa.

La actividad parafenilenodiamina-oxidasa se deposita en campos gra-
vitatorios mucho menos intensos (800 X g.-2,5 minutos).

11—La actividad parafenilenodiamina-oxidasa registrada en H. ste-
llata no puede ser considerada como un indice de la actividad citocromo-
oxidasa como propone JURTSHUK (1967).
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12—La sensibilidad de la cadena respiratoria de H. stellata frente
a diversos inhibidores difiere notablemente de la de las mitocondrias de
los mamiferos y numerosos microorganismos, lo que refleja, sin duda, nota-
bles diferencias en su composicién y funcionamiento.

a) La actividad respiratoria de H. stellata derivada del consumo
aerdbico de la glucosa exégena, es resistente al amital; concentraciones
de 5 X 1074 la estimulan ligeramente.

b) El paracloromercurobenzoato a concentraciones de 1072 M. es
un eficaz inhibidor de su actividad «glucosa-oxidasa» y en parte de la
respiracién endbgena.

¢) La cadena respiratoria de H. stellata es muy resistente frente al ion
cianuro. El 15 % de su actividad respiratoria persiste ante una concentra-
ci6én de cianuro de 1073 M.

d) El consumo de oxigeno durante el metabolismo aerébico de la
glucosa por H. stellata, a diferencia de lo que ocurre con otros microrga-
nismos, es muy resistente a la fenilhidracina y a la hidroxilamina en las
concentraciones normalmente utilizadas.

e) La azida sédica, a concentraciones de 103 M. ejerce un efecto
estimulante de las actividades respiracién endégena y «glucosa-oxidasa»
y a concentraciones de 10~2 M. un efecto marcadamente inhibidor, mas
acusado sobre la respiracién endégena.

f) Algunos agentes de quelacién (EDTA, &- «’dipirilo, cupferrén
y ditizona) no afecta a la respiracién endégena de las células enteras. El
EDTA, « - «-dipiridilo y cupferrén, tampoco afectan al consumo de oxi-
geno durante el metabolismo aerdbico de los sustratos endégenos.

La ditizona y el clorhidrato de ortofenantrolina son fuertemente inhi-
bidores del consumo de oxigeno durante el metabolismo aerébico de la
glucosa. La accién inhibidora del clorhidrato de ortofenantrolina es pro-
porcional al logaritmo de la concentracién en el intervalo 1073 - 10-5 M.
La inhibicién es completa a concentraciones de 5 X*10-3 M.

La actividad inhibida no se restablece con iones de Fe'*, Zn*t,
Mg, Catt, lo que sugiere que las acciones de este compuesto son ajenas
a su poder de quelacién.

g) La antimicina a concentraciones de 10-20 veces superiores a las
que produce la total inhibicién de la actividad respiratoria en las mito-
condrias de mamiferos, no afecta, en absoluto, al sistema respiratorio de
las células enteras de H. stellata. Parte de esta resistencia parece debida
a barreras de difusion, pues la actividad succinato-oxidasa de los extrac-
tos libres de células resulta inhibida en un 84 % con concentraciones del
orden de 0,4 microgramos/mg. de proteina. La cadena respiratoria
de este microrganismo es particularmente resistente a la antimicina.

h) El 2-4-dinitrofenol no ejerce, a las concentraciones en las que
produce en el sistema respiratorio de los mamiferos el estimulo maximo,
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efecto estimulante alguno sobre el consumo de oxigeno derivado del me-
tabolismo de los sustratos endégenos y de la glucosa exégena. Es muy
marcado en cambio su efecto inhibidor a concentraciones elevadas
(2 X 1072 M.), siendo mas acusado sobre la actividad «glucosa-oxida-
sa» que sobre la respiracién endégena.

RESUMEN

Se han estudiado diversos aspectos bioquimicos y biol6gicos en H. ste-
lata.

El comportamiento de este moho en medios con ClNa y gelatina difie-
re del descrito por otros autores para cepas de Sporendonema epizoum
considerado como sinénimo.

Se describe un método para el suministro abundante de esporas y ge-
mas muy Titil para la realizacién de estudios bioquimicos.

Se ha estudiado la evolucién de su composicién quimica durante la
germinacion.

Los estudios sobre los componentes de su cadena respiratoria han
puesto de manifiesto la presencia de Q4s5. Se ha determinado su nivel en
las diversas fases de su desarrollo y se ha observado una evolucién del
mismo paralela a la de su actividad respiratoria. No ha podido en cambio
detectarse la presencia de naftoquinonas.

Se han detectado y obtenido en estado de elevada pureza, dos cito-
cromos, 550 H. stellata y 552 H. stellata. :

Se ha determinado la distribucién intracelular de diversas activida-
des enzimiticas y se ha estudiado el efecto sobre las mismas de la ruptura

-celular por ultrasonidos y su susceptibilidad frente a diversos inhibidores.

/ /
RESUME

On a étudié plusieurs aspects biochimiques et biologiques dans H. ste-
llata.

La conduite de ce fangus dans des milieux contenant du CINa et de la
gélatine differe de celui qui a été décrit pard’autres auteurs pour des souches
de Sporendonema epizoum considéré comme synonyme.

On décrit une méthode pour la fourniture abondante de spores et de
gemmes tres utile pour faire des études biochimiques.

On a étudié I’évolution de sa composition chimique pendant la ger-
mination. _

Les études sur les composants de sa chaine respiratoire ont démontré
la présence de Q45. On a déterminé son niveau dans les différentes phases
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de son développement et I’on a observé que son évolution est parallele a
celle de son activité respiratoire. Au contraire, on n’a pas pu détecter la
présence de naphtoquinones.

On a détecté et obtenu dans un état de grande pureté deux cytochrones,
le 550 H. stellata et le 552 H. stellata.

On a déterminé la distribution intercellulaire de différentes activités
enzymatiques et I’on a étudié Deffet de la rupture cellulaire sur ces activités
enzymatiques par des ultra-sons et leur susceptibilité en rapport avec plu-
sieurs inhibiteurs différents.

SUMMARY

Some biological and biochemical aspects of a strain of H. stellata
have been studied.

Halophilism and growth on gelatin medium does not agree with the
results obtained by other authors with strains of Sporendonema epizoum
considered to be synonymous.

A procedure for the steady supply of spores and gemmae, suitable
for biochemical studies is described.

The evolution of the chemical composition of this fungus along ger-
mination has been stablished.

Studies on its respiratory chain components have shown the exis-
tence of Q4s. Its level at the various growth phases has been determined
and this evolution has proved to parallel respiratory activity.

Two cytochromes (550 H. stellata and 552 H. stellata) Have been
detected and highly purified.

The intracellular distribution of various enzymatic activities has been
stablished and the effect upon them of ultrasonic cell rupture and suscep-
tibility to several compounds has been determined.
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