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RESCMEN 

Las esporas durmientes d e  S. oniibioticus presentan valores Q 0 2  para la respiración endógena y 
exógena d e  10,69 y 32.71 plO,lhlmg peso seco, respectivamente. Diversas especies estudiadas d e  este 
género presentaron vaiores superiores e inferiores a los obt2nidos con S. crntibibticus. La respiración 
&gene, tanto en esporas durmientes como en esporas hinchadas, fue sensible d cianuro potásico, 
atuhriiia, EDTA y 2,4-dinitrífenol e inseiisible a rotenoria. antimiciria A y di(~iiinarol. La azirla sódica 
ejerciA un doble efectl): inhibidor y estimulante d e  la respiración exógena, dependiendo el efecto 
rihservado d e  la concenirari&n d e  inhibidor y del estado motio16gico d e  las esporas. Para conseguir el 
mismo efecto en espnras hinchadas que  en esporas durmientes fueron necesarias concentraciones 10 
veces suprriores d e  azicla r;íidi<:a. S e  demuestra asimismo la presencia en las esporas ; d e  
dos actividades enziiniticas relacionadas con el nietabolismo respiratorio: catalasa y oxi- 
dasa. Ambas activitladec; esl,ec;it'icas fueron inuy superiores en esporas hinchadas con las 
esporas durmientes. Estos resultadi~s sugieren la participaciun d e  flavo~pruteinas y citvritiiii- ~n la 
cadena respiratoria d e  las espor; i d e  quinon ,encia d e  actividad citocromo oxidasa 
y catalasa. Asimismo, muestra] arccen exir cias significativas importantes en la 
composici6n de la cadena respii mbos estad :ices d e  la germinaci6n. 
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SUMMARY 

Dormant spores o fS .  antibioticri.~ showed QO, vaiues for endogenous antl exogenous respiration 
of about 10.69 aiid 32.71 pl 02/li/mg dry weight. Ttiere was iniportant differences in the Q 0 2  values 
obtained with different Strrptornyces species. No significative differences in sensitivity to several 
metabolic inhibitors in di~rmant  and swollen spores were detected. Exogenous respiration was sensi- 
tive to potassium cyanide, atahrin, EDTA and 2,4-dinitrophenol and insensitive to rotenone, antimycin 
A and dicoiimarr~l. Sodiiim azide producecl inhihition and stimulation of the respiration depending on 
the inhibitor concentration and of the morphologicd stuge «f the spores, being nrccesary 10 times 
superior concentrations 10 get the same effect in swollen spores than in dormant spores. Other t w  
enzymatic activities relatad with the respiratory metabolism were also detected in dormant and 
swollen spores. These enzymatic specific activities were 3-4 times higher in swollen spores  han in 
dorrnant spores. Our results suggest thr  presence of flavoproteins, cytochroines b and c, cytoclirome 
oxidase and catalase in ttic respiratory chain of the spores. 
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El estudio del género Streptomyces presenta un gran interés tanto en el 
aspecto industrial como en el aspecto científico. La mayor parte d e  los antibióti- 
cos conocidos así istintos metabolitos d e  interés industrial son producidos 
por especies d e  e ro. Por otro lado, este inicroorganismo presenta un ciclo 
d e  vida compIejt, qur Lomprende distintos procesos d e  gran importancia en 
estudios d e  diferenciación celular: diferenciación d e  micelio sustrato en aéreo, 
esponilación y germinación. Distintos aspectos d e  la  germinación d e  las esporas 
han sido estudiados por varios autores (ATTWEI'L y CROSS, 1973; CKOSS y ATTWELI., 
1975; HIRSCH y ENSIGN, 1976 a y b; HARDISSON, MANZANAL, SALAS y SLIAREZ, 1978; 
HARDISSON, SALAS, GUIJARRO y SUAREZ, 1980), pero a pesar de  ser Streptom,yces iin 
microorganismo aerobio estricto, s e  conoce muy poco sobre los procesos d e  
obtenci6n d e  energía, su  metabolismo respiratorio, la composición d e  su  cadena 
respiratoria, actividades enzimáticas relacionadas con ella, etc., y los pocos datos 
existentes en la bibliografía han sido obtenidos empleando micelio vegetativo. 
Así, s e  ha  estudiado la composición d e  la cadena respiratoria del micelio de varias 
especies d e  Streptomyces (INOUE, 1958; NIEPERPRUEM y HACKETT, 1961; REHACEK, 
RAMANKW y KOZOVA, 1968; INOUE, 1973) y solamente en un trabajo se  ha 
señalado la  presencia d e  citocromos en las esporas d e  Streptomyces (TAPTIKOVA, 
KALAKOUTSKII y ACRE, 1969). 

Durante la germinación de  las esporas d e  Streptomyces antibioticus s e  suce- 
den distintos estados morfológicos que han sido descritos y caracterizados pre- 
viamente (HARDISSON, MANZANAL, SALAS y SUARE%, 1978): espora durmiente, espora 
oscura, espora hinchada y espora con tubo germinativo. El presente trabajo 
presenta un estu ~a ra t ivo  d e  la  respiración 'S e 
hinchadas d e  Str 
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detección en las esporas d e  dos actividades enzimáticas, catalasa y citocromo 
oxidasa, relacionadas con el metabolismo respiratorio. 

MATERIAL Y METODOS 

Microorganismo. medios de cultivo y obtención de esporas 

El n .nismo empleado en este trabajo fue Streptomyces antibioticits 
ATCC* 1--.,. ,.i algunos experimentos s e  emplearon también otras especies del 
mismo género q itan a continuación: Streptomyces viridochromogenes 
ATCC 14290, S¿ res fradiae ATCC 10745, Streptomyces aureofaciens 
ATCC 13304 y Streptomyces scabies ATCC 99049. El medio d e  cultivo empleado 

* ATCC American Type C u l ~ u r e  Colleciion. 



para el crecimiento y esporulación del microorganismo fue el medio sólido GAE, 
cuya composicibn es la siguiente (gll): glucosa, 10; asparragina, 1; extracto de  
levadura, 0,5; K2P0,H, 0,5; MgSO, .7  H,O, 0,5; FeSO, .7 H 2 0 ,  0,Ol; agar, 20. 
Este medio, una vez esterilizado, s e  distribuyó en matraces de 250 m1 estériles 
conteniendo aproximadamente 75 m1 de  medio y una vez inoculados con una 
suspensión de esporas, s e  incubaron a 28°C durante 7-9 días; transcurridos estos, 
se  obtuvieron suspensiones de  esporas libres de  fragmentos de  micelio empleando 

iescrito anteriormente ( ~ R D I S S O N ,  M A N Z ~ A L ,  SALAS y SLIAREZ, odo ya c 

Preparación de las esporas para las medidas de  consumo de oxígeno 

Las esporas recién obtenidas s e  lavaron varias veces mediante centrifugación 
a 10.000 rpm durante 5 minutos en una centrífuga refrigerada empleando tampón 
fosfato 5 mM pH 7,0, y finalmente s e  suspendieron en el mismo tampón en una 
concentración de  5 .lo8 esporaslml. Esta suspensión se  empleó como muestra de  
esporas durmientes. Paralelamente s e  incubaron esporas en medio GAE líquido a 
35°C y en agitación durante unas 2 horas (tiempo necesario para que un elevado 
porcentaje d e  la población alcanzase l a  fase d e  espora hinchada). A continuación, 
las esporas s e  centrifugaron y s e  lavaron varias veces con tampón fosfato 5 mM 
pH 7,O siendo suspendidas finalmente en este tampón en una concentración d e  
5 .lo8 esporaslml. Esta muestra s e  denominó esporas hinchadas. En ambos casos, 
esporas durmientes e hinchadas, las esporas fueron usadas inmediatamente para 
las medidas d e  consumo de  oxígeno. 

Preparación de extractos libres de células 

Para la obtención d e  extractos libres d e  células, las esporas durmientes o 
hinchadas obtenidas como s e  describió en el apartado anterior, s e  trataron en un 
homogeneizador Braun modelo MSK durante 3 minutos a 4.000 rpm ncia 
de  bolas de  vidrio d e  0 , l l  mm d e  diámetro y refrigeración me  ieve 
carbónica. Tras este tratamiento s e  c,omprobt; mediante observación sco- 
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I)eterminaciones respirat 

El consumo d e  oxígeno por las esporas s e  determinó a 3S°C ei ) un 
electrodo d e  oxígeno polarográfico tipo Clark, tanto en ausencia a e  susrrato 
exógeno (respiración endógena) como tras la adición d e  glucosa 20 mM (respira- 
ción exógena). Cuando se  ensayó el efecto d e  inhibidores sobre la respiración, s e  
prepararon soluciones frescas de  cada uno d e  ellos inmediatamente antes d e  ser  
usados. Azida sódica, cianuro potásico, EDTA, atabrina y 2,4-dinitrofenol, se  



disolvieron en tampón fosfato 5 mM p H  7,O. Rotenona y antimicina A se disolvie- 
ron en  etanol absoluto; dicumard s e  disolvió en KOH 0,03 M. En el caso d e  estos 
tres últimos inhibidores, todos ellos insolubles en  agua, s e  realizaron controles sin 
adicirin d e  inhibidor pero con la adi i e  
l a  cantidad d e  solvente añadido a 1 3a 
al consumo d e  oxígeno d e  las espoi 

La determinación d e  las actividades catalasa y citocrom 26 

asimismo en un electrodo d e  oxígeno por los métodos des S 
JESSEN (1967) y JCRTSHUK, MARCUCCI y MC QUI'ITY (1975) re! n- 

pleando como sustratos H 2 0 2  1 mM para catalasa y ascorbato síidico 10 mM y 
NNN'N'-tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD) 2,- mM para la citocromo oxidasa. 
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Determinación de peso seco 

Para la determinación del peso seco d e  las muestras d e  esporas durmientes e 
hinchadas, se  centrifugaron alícuotas d e  6 m1 de la suspensión d e  esporas en 
tampón fosfato 5 mM pH 7,O (concentración total 3 X log esporas) y se  lavaron 
varias veces con agua destilada. Finalmente las esporas se  suspendieron en un 
pequeño volumen d e  agua destilada y la suspensión s e  colocó en  placas d e  vidrio 
d e  3-4 cms  d e  diámetro, que  habían sido previamente pesadas. Las placas s e  
colocaron en  un horno a 100°C y tras 24 horas en estas condiciones se  determinó 
su  peso, realizándose distintas pesadas hasta obtener un peso constante. 

RESULTADOS 

Respiración de esporas durmientes e hinchadas 

Empleando un electrodo d e  oxígeno detectamos consumi, por las 
Jurmientes d e s .  antibiotici~s ( T a b l ~  te esporas ( 
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VU, de 7,71 111 0,lhlmg peso seco en agua destilada. La adicibn de  fostato 
inorgánico (respiración en  tampón fosfato 5 mM p H  7,O) produjo un incremento en 
el valor QO, (de 7,71 a 10,69 p1021hlmg peso seco). L a  respiración exógena de  las 
esporas durmientes, tras la adición d e  glucosa 20 mM, fue unas 2,5 veces 
superior a la respiración endógena en agua destilada. Sin embargo, ni la adición 
d e  galactosa ni d e  f'ructosa produjo ningún efecto S valor QC do 
para la respiracicín endógena. 

Las esporas hinchadas, obtenidas tras 2 horas d e  incubación en medio 
líquido GAE, presentaron valores Q02 para la respiración endógena 3 4  veces 
superiores a los obtenidos con las esporas durmientes: 29,29 y 32,71 pl 0,lhlmg 
peso seco e n  agua destilada y en tampón fosfato respectivamente (Tabla 1). La 
adición de  un sustrato exógeno, glucosa 20 mM, produjo un fuerte incremento en 



TABLA 1 
Respiración endógena y exógena de esporas durmientes e hinchadas de Strepto- 

myces antibioticus. 

Las esporas, en su fase durmiente o hinchada, fueron obtenidas como s e  descri- 
bió en Material y Métodos, determinándose el consumo d e  oxígeno a 35OC em- 
pleando un electrodo de  oxígeno. Paralelamente se  determinó el peso seco d e  las 
muestras, calculándose finalmente los valores Q02 (pl Oplhlrng peso seco) que son 

los que se  presentan en esta Tabla 

Fase rnorfol6gica (QO,) 

Lond~cionrs Durmientca Hinchadas 

A y a  destilada 7,71 + 0,25 
Tampón fosfato 5 mM pH 7,O 10,69 + 0,62 
ldem + C;liicosa 20  mM 18,50 + 0,67 
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el valor QO, con respecto al d e  las esporas durmientes (de 18,50 a 77,lO pl 
0,lhlmg peso seco). 

Con el fin de  estudiar la importancia d e  la integridad física y estructural d e  
las esporas para el proceso respiratorio, s e  estudió la respiración d e  las esporas 
durmie inchadas empleando extractos libres d e  células. La respiración 
ex6gen :sporas durmientes e hinchadas disminuyó en tin 15-25 % cuando 
el valor VU, se determinó con un extracto crudo procedente d e  la rotura mecá- 
nica de bolas de  vidrio (Tabla 11). Esta disminució icho 
mayor ractos s e  centrifugaron y se  determinó el ) d e  
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4 11 
Respiraccon exogena de extratos lcbres de células de esporas de Streptomyces 

antibioticus. 
Las esporas durmientes e hinchadas fueron rotas mecánicamente con bolas d e  
vidrio d e  O,11 mm d e  diámetro como s e  describió en Material y Métodos, deter- 
minánd 
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t~xígeno con el sobrenadante d e  esta centrifugacicín a 10.000 rpm durante 5 
minutos. 
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esporas c ospecies del misn Tabla 111, se  pue var 
que exist indes diferencias O, para la respii; las 
esporas d e  las distintas especies estudiada,.. A-.., &unas especies presentaron 
valores QO, elevados como S. viric genes y S .  aoreof res 
QO, muy bajos como S. fradiae y ~resentaron valori mo 
S. aiztibioticics y S. scabies. 
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ausencia de  sustrato exógeno (respiracibn endbgena) y tras la adici6n tie glucosa 

20 mM (respiración exógena) d e  modo análogo al descrito en la  Tabla 1 
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S. fradiae L . L A  - 0,Ol ,,su - 0.02 
S. scabies 8,81 rt 0.16 14.31 k 0,M 
S. antibioticus 10,79 -C 0.32 18.50 k 0.82 
S. aureofaciens 19.57 +: 0,44 34.30 I 0,62 
S. viridochromogenes 0.72 43.54 2 " 
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"studió la acción d e  varios inhibidores respiratorios y desacoplantes d e  la 
fosforilación oxidativa sobre la  respiracibn exógena de  las e S e 
hinchadas d e  S. antibioticus. El propósito d e  estos experime id o 
la  caracterización d e  los componentes d e  la cadena respiratolla ur: iaa G 3 p V I a 3  y .  
por otro tudiar las diferencias en sensibilidad a estos inhibit1r)res en 
ambas fa 'ológicas d e  la germinación. Los resultados obtenidos s e  mues- 
tran en la IV. Cianuro potásico y atabrina, inhibidores d e  la citocromo 
oxidasa y d e  flavoproteínas respectivamente, inhibieron fuertemente la respira- 
ción en ambos estados morfolbgicos (80-90 % inhibición con 1 m M  d e  ambos 
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TABLA IV 
de inhibidores respiratorios y desacoplantes de la fosforilación oxida-tiva 

z respiración exógena de esporas durmientes e hinchadas de Streptomyces 
antibioticus. 

Acción 
sohre I (  

QO, (pI 0,IlL'mg peso seco) InhibiciGn (a) 
lnhibidor (mM) Dunnienics Hinchadas Durmientes Hinchadas 

Control 20.15 r 
..\tabrina 1 4.03 + 
Btsbrina 0 .1  8,06 + 
hishrina 0.01 11,08 + u.4.1 

Dirumarol 0.1 19.92 + 0.15 
Rittenoiia 0.1 2 0 , a  + 0.32 
Antimicina A 0.1 19.86 -t 0.64 
Cianuro potáaicu 1 2,61 I 0,512 
Cianuro poiásico O, 5.64 5 0,76 
í:inntrro pcitisico 0.1 13.30 -C 0,132 
t i i d a  s6dira 1.25 12,58 + 0.53 
2.4-diiiitrot'rnd 0.25 24,,18 * 
EDTA 1,25 12,29 i 

El aigni) + indica c.iiiniulacMn del citnsumo ae oxigcno. 

agentes). Sin emt~argo, ni dicumarol (análogo d e  quinonas) ni antimicina A y 
rotenona (inhibidores de la cadena respiratoria a nivel de  citocromos) tuvieron 
ningún efecto sobre la respiración. Pudiera ocurrir que existiera una barrera d e  
permeabilidad en las cubiertas esporales que dificultase la penetración d e  estos 
inhibidores; sin embargo, esta posibilidad fue descartada, ya que tampoco ejer- 
cieron ningún efecto sobre la respiración empleando extractos libres d e  células. 
El ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) inhibió parcialmente la respiración: 
39 96 y 20 % en esporas durmientes e hinchadas res~ectivamente.  El asente 
desacoplante de  la fosf'orilaciAn oxidativa, !,4-DNP) el 
consumo d e  ouígeno en un 20 '% y 14 % lientes e las 
respectivamente. La acci6n d e  la azida sóuiLa 3 V I J l G  ILJpiraci6n fUC J U I ~ I ~ ~ -  

dente, i concentración del inhibidor (1,25 mM) inhibió la respi- 
raci6n .mientes y estimul6 la respiración d e  las esporas hincha- 
das (T,.,,, s. ,. yor  ello, ensayamos varias concentraciones d e  este inhibidor 
sobre la respiraci6n en ambas fases morfológicas, con el fin de  ensayar si ambos 
efectos tenían lugar dependiendo de  la concentración del agente. En esporas 
durmientes (Figura la), hasta una concentraci6n de  0,25 mM, la azida produjo 
efecto estimulante y por encima d e  esta concentración la respiración fue inhibida; 
la máxima estimulación s e  obtuvo con una concentración d e  azida d e  0,05 mM. 
En esporas hinchadas (Figura lb), la estimulación d e  la respiración s e  observó 
hasta 2,s  mM, alcanzándose un máximo con 1 mM y por encima de  2,s mM la 

rofenol (2 
Iras durn 

" 

estimul6 
hinchad 

ya que u 
d e  las es1 
9hl.I TV\ 

poras dur - . - 



azida sodica 
( m M  > 

azida sodica 
(m M 1 

Fig. l.-Acción de la azida sódica sobre la respiración exógena de esporas durmientes (A) y esporas 
hinchadas (B) de Streptornyces nntibioticus. 
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respiraci ihibida. $ r que  el mismo m1 inhibición y 
estirnulal dio en a fológicas d e  l a  g ón, pero la 
concentración d e  inhibidor necesaria para obtener el mismo resiiltado fue unas 10 
veces superior en esporas hinchadas que  en esporas durmientes. 
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Las  esporas durmientes p r e s e , , ~ ~ ~ ~ . ~  ,diveles detectables actividades 
enzirnáticas, catalasa y ci oxidasa, n e- 
tabolisrno respiratorio. A tividades nig 
proteína para la actividad catalasa y 712 pl v2,t1,n,1s pcav pala ia abriviJad 
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esporas aurmientes de  S. antibioticlu presentan una tasa ae respiración 
endógena detectable, e n  ausencia d e  una fuente d e  carbono ex6gena. Esta respi- 
ración endógena fue estimulada por la adición d e  fosfato inorgánico, resultado 



clue ya había sido descrito en micelio d e s .  griseus (HOCKENHULL, FANTES, HERBERT 
EHEAD, 15 embargo, existen grandes diferencias entre la respiración )54). Sin ( y WHIT 

endóge 
diferen 
end6ge 
cornpoi 
espora: 
rencia 
de oxíl 
espora! 

na de csporas durmientes de  distintas especies d e  este género. Estas 
cias pueden estar relacionadas con una distinta concentración de  reservas 
nas y10 con diferencias en concentración o actividad d e  los distintos 
nentes de la cadena respiratoria de  las esporas. En cualquier caso, las 
; durmientes d e  Streptomyces presentan una respiración endógena, a dife- 
de las en 
geno. Ot 
j durmier 

dosporas 
ra caracl 
ites de  la 

bacterianas en las cuales no s e  detecta ningún consumo 
:erística importante a destacar es la existencia en las 
maquinaria enzimática necesaria para la  oxidación d e  la 

glucosa, ya que la adición de este azúcar produjo un notable incremento del QO,. 
Otros azúcares como galactosa y fructosa, no incrementaron el valor 00, por 
encima del obtenido para la respiración endógena, probablemente debido a la 
ausencia en la espora durmiente de  los sistemas de transporte para estos dos 
azúcares (s.41.~~ y HARDISSON, 1981). 

Con el hinchamiento de las esporas, los valores QO, tanto para la respiración 
end6gena como para la  exógena aumentaron unas 2-4 veces con respecto a los 
obtenidos con las esporas durmientes, lo cual indica que como había sido descrito 
anteriormente (HARDISSON, MANZANAL, SALAS y SUAREZ, 1978; HARDISSON, SALAS, 
GCIJAKRO y SUREZ, 1980) esta fase n s e  cari ,ran 
actividad metabúlica y biosintétic 

irminació icteriza )or una g 

El estudio de  la acción d e  inhibidores respiratorios y desacoplantes d e  la 
f'osforilación oxidativa sobre la respiración excígena mostrí, que no existen dife- 
rencias significativas entre la  sensibilidad a estos agentes en las esporas durmien- 
tes e hinchadas, a excepciún del caso de  la azida sódica. Este inhibidor produjo 
inhibición y estimulaciRn de  la respiracicín en ambos estados morfolúgicos, siendo 
necesaria una concentración 10 veces superior de  inhibidor en esporas hinchadas 
para conseguir el mismo efecto que en esporas durmientes. Este doble efecto de  
la azida ya había sido dc DRING y GOULD, 1975). Pensa- 
mos que la diferente sen función d e  su estado morfoló- 
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gico pudiera deberse a la exisrencia a e  una mayor concentración de  citocromos en 
las esporas hinc Zl inhibidor produciría simultáneamente ambos efectos: 
con altas conce 

vhadas. 1 
ntracione 

I 

:S del agente, el efecto inhibidor sería siiperior y enmas- 
cararía el efecto aesacoplante; por debajo d e  una determinada concentración d e  
inhibidor, solamente se observaría el efecto desacoplante d e  la :ión fosforilac 
oxidativa. 

La respiración fue sensible al cianuro potásico lo cual indica la presencia d e  
citocromos en la cadena respiratoria de  las esporas, a diferencia d e  las esporas d e  
S .  streptomycini las cuales fueron insensibles al cianuro (KALAKOUTSKII, MUKHIN, 
LAPTEVA, TAPTIKOVA y DOUZHA, 1970). Asimismo, la participación de  flavoproteínas 
parece confirmada por la inhibición debida a la atabrina. La presencia de  cito- 



cromos y flavoproteínas en la cadena respiratoria de  las esporas concuerda con 
los resultados obtenidos por varios autores en rnicelio d e  Streptomyces (NIEDER- 
PRUEM y HACKETT, 1961; REHACEK, R A M A N ~ V Y  y KOZOVA, 1968; INOLIE, 1973) y en 
esporas (TAPTIKOVA, KALAKOUTSKII y ACRE, 1969). La no inhibición con rotenona y 
antimic ede explicarse por la ause as esporas del sitio d e  acción ina A p u ~  

S agente! 
ncia en 1 
larticipac d e  esto' s. Puede descartarse la p ion d e  quinonas interpuestas 

entre flavoproteínas y citocromos, ya que la respiración fue insensible al análogo 
de  quinonas dicumarol. La respiración fue sensible al EDTA, el cual probable- 
mente actúe entre flavoproteínas y citocromo b. Asimismo, parece existir un 
acoplamiento entre la cadena respiratoria y la fosforilación oxidativa sensible al 
2,4-dinitrofenol. 

En conclusión, las esporas d e  Streptomyces presentan una respiración endó- 
gena, transcurriendo probablemente el flujo d e  electrones a través de  una serie de  
intermediarios respiratorios como son flavoproteínas, citocromos b y c y citocromo 
oxidasa. Nuestros resultados son coincidentes con los obtenidos por otros autores 
en rnicelio d e s .  antibioticus (REHACEK, RAMANK~IITY y KOZOVA, 1968). 
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