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Microbiologia

IECCION 1: Introduccién histérica a la Microbiologia

Microbiologia: Es la biologia de los microorganismos. Ciencia que estudia los microorganismos.
Pero... Qué estudia la microbiologia??? Pues estudia muchas cosas...

— Composicioén, estructura y funcion de microorganismos y sus componentes celulares: Morfologia y
Citologia.

- Crecimiento, reproduccion y actividades metabdlicas: Fisiologia y Bioquimica.

— Relaciones filogenéticas y taxonomia: Sistematica.

- Mecanismos genéticos: Genética.

- Distribucion, cambios en el medio ambiente y relaciones con otros seres vivos: Ecologia.

— También estudia...: Patogeneidad e Inmunologia (Quimioterapia, antibioterapia, Microbiologia industrial y
biotecnologia).

Microorganismos: Aquellos seres vivos que por ser de pequefio tamafio, no pueden ser visualizados por el
0jo humano, necesitando para ello el MICROSCOPIO. Las caracteristicas de estos microorganismos son la
siguientes:

— Tamafio: su escaso tamafio ha hecho que se descubrimiento fuera tardio, aunque no su utilizacién. Se
descubrieron con la aparicion de los microscopios (juego de lentes), por lo tanto, aparecié una relacién entr
microorganismo y microscopio, y tenemos que a mejor instrumento, mayor conocimiento lograremos de ese
microorganismo.

— Para el estudio de este tipo de seres vivos se necesitan unas técnicas Unicas, las denominadas técnicas
microbiol6gicas. Dichas técnicas se necesitan para el estudio de cultivos puros, en los cuales separamos
diferentes microorganismos. Para ello, utilizamos placas petri, en cuyo interior ponemos un medio de cultive
(sustancia que necesita el microorganismo para desarrollarse) y, por ejemplo, 1 gramo de tierra. Entonces,
ahi van a surgir numerosas colonias diferentes que provienen de una Unica célula, generadas por divisién
binaria, y que ya podemos observar perfectamente. Esto es un cultivo puro, y ya podemos separarlo de los
demas microorganismos.

— Pueden ser unicelulares o pluricelulares, pero_en ninguno puede observarse la diferenciacion de tejidos.
En algunos hongos filamentosos podemos diferenciar las hifas, pero todas las células van a ser idénticas.

Asi, podemos definir MICROORGANISMOS como: todos aquellos seres vivos unicelulares o
pluricelulares, carentes de organizacion tisular, que por su pequefio tamafio escapan a la percepcién del oj
humano y para cuyo estudio, se requiere la metodologia del cultivo puro.



Dentro de estos microorganismos habra unos determinados TAXONES muy diferentes: tales como virus,
hongos, bacterias, metazoos, algas...

Otras caracteristicas de estos seres es la ausencia de organizacion tisular, aunque pueden aparecer organ
pluricelulares.

Incluimos en los microorganismos a:

1.- seres unicelulares procariotas, bacterias

2.— seres unicelulares eucariotas, algas, hongos y protozoos
3.— organizaciones pluricelulares eucariotas, algas y hongos
4 .— acelulares, virus

PROCARIOTAS: carecen en su interior de membranas plasmaticas que diferencien el nacleo del resto del
citoplasma.

EUCARIOTAS: con organizacién mas compleja que los anteriores, con un mayor nimero de sistemas
membranosos, y con un nucleo diferenciado por una membrana plasmatica.

En un ppio se pensaba que todos los microorganismaos procariotas eran un grupo muy homogéneo, pero er
80 se comienza un estudio (mas exhaustivo) del ARN ribosémico de las bacterias, dando como consecuen
gue no era tan homogéneo como se pensaba, sino que se podia llegar a diferenciar grupos tan inmensame
diferentes como procariotas y eucariotas.

Asi se diferenciaron unas bacterias algo extrafias, que vivian en condiciones extremas (bacterias que podic
reinar en la Tierra en su formacién) y que generan metabolitos secundarios distintos, se llamaron
ARQUEOBACTERIAS: algunas viven a altas [] de cloruro sédico y muy altas temperaturas (100°C
temperatura éptima).

Esto lleva a pensar que tanto procariotas, como arquebacterias o eucariotas provienen de un ancestro com
es decir, que no provienen unas de otras. Por tanto, se ha llegado a llamar a las bacterias
normales=eubacterias, a las arqueobact.=archoea y a las eucariotas=eucaria.

Dentro de las eucariotas encontramos:

- hongos filamentosos: generalmente pluricelulares, aunque también hay unicelulares como las levaduras.
- algas

— algunos protozoos

Tipos:

1. Células procariotas: Las bacterias se dividen en: bacterias, eubacterias y arquebacterias.
(eubacterias=bacterias verdaderas, arquebacterias=antiguas, pero en verdad son diferentes).

Ambas carecen de nucleo y su material genético esta formado por una molécula circular de DNA que
constituye un Unico cromosoma. Ademas, sus ribosomas tienen un tamafio de 70S.



Las bacterias fueron los 1°s organismos en poblar la tierra, los 1°s fésiles se remontan a 3.400 millones de
afios. Las cianobacterias fueron las causantes de uno de los cambios producidos en la tierra, aumentaron |
de oxigeno en la atmdsfera de 1% al 20%. Las bacterias son los seres vivos mas resistentes, resisten altas
bajas temperaturas (polo al agua hirviendo), también soportan la sequedad total y aparecen siempre las 13
los nuevos habitats. (por ejemplo: las bacterias son las primeras que aparecen tras un incendio).

En el interior de la célula no hay membranas que separen el ntcleo, material genético mezclado, tampoco |
organulos.

Otra caracteristica es que envolviendo a la membrana plasmatica aparece la pared celular, salvo excepcior
Esta pared celular se encarga de dar forma y proteger de los cambios osmoticos a la célula. (una excepciol
son los micoplasmas, que son eubacterias procariotas pero sin pared celular). La composicion de la pared «
eubacterias es basicamente peptidoglicano, mientras que las archeas no tienen este componente en su pal

Las arquebacterias con iguales caracteristicas, presentan unas diferencias en una de las subunidades
ribosomales: 16S, aparecen diferencias en las secuencias comparables a diferencias con las células eucari

Apar. 3 lineas de evol. difntes: 1 Bacterias 2 Arquebact. 3 Células Eucariotas.
2. Célula eucariota: Algas, Protozoos y Hongos

Los Protozoos destacan por la abundancia de estructuras membranosas, aparecen mitocondrias, aparato d
Golgi, reticulo endoplasmatico, el nlcleo esta aislado, etc...

La informacién genética esta en varios cromosomas, ADN bacteriano en cadenas circulares. Ribosomas de
80S de tamafio. Los protozoos son organismos eucariontes heterétrofos, no presentan pared rigida sino
citoesqueleto, por lo que se los incluye en el reino animal y estudiandolos por tanto la ZOOLOGIA. Tambiér
hay un determinado grupo que causa enfermedades, estudiandolos la parasitologia.

Las Algas son organismos eucariotas autotrofos, presentan clorofila: por lo tanto realizan la fotosintesis
oxigénica. Son estudiadas por la BOTANICA.

Los Hongos, dos tipos:

- levaduras, org. unicelulares que se dividen por gemacion y tienen forma redondeada. Estudiados por la
MICROBIOLOGIA.

- hongos filamentosos, org. pluricelulares: aparecen hifas (setas). Son estudiados por los micélogos, que s
BOTANICOS.

3. Virus: seres acelulares, no considerados como seres vivos, ya que necesitan de una célula huésped (sor
parasitos obligados) para poder replicarse, usando los organulos y las rutas metabdlicas. Los virus se
transmiten mediante viriones de una célula a otra. Un virién es una parte del virus que sobrevive en un
ambiente hostil.

Los virus son particulas infectivas formadas por:

— Capsida: estructura externa de naturaleza proteica.

— Mat. genético: en el interior de la capsida. Puede ser RNA o DNA, de cadena doble o cadena sencilla.

Cada tipo de virus se introduce en un tipo de célula determinada y la bloquea, se apropia de su metabolism



usa los métodos de replicacion de la misma. Para poder replicarse a si mismo, la informacién genética de I
célula le dice que forme proteinas de la capsida y ADN virico. Entonces, cuando se han formado muchos
viriones, la célula sufre lisis/ruptura y los viriones salen al exterior.

Los virus se incluyen en los microorganismos, N0 porque sean organismos Vvivos, sino porque son mucho
pequefos, necesitan cultivos puros para estudiarse y no tienen organizacién celular. (ni siquiera tienen
células).

4. Particulas subviricas: Se ha descubierto que son causantes de nuevas enfermedades, hay dos tipos:
virioides=pequefias moléculas de RNA circular monocatenario, pero carentes de estructura proteica, el RN/
tiene la informacion necesaria para sintetizar dos proteinas pequefias que provocaran enfermedades sobre
en plantas. Priones=agentes infecciosos formados por proteinas, causantes de la enfermedad de las vacas
locas por ejemplo. La proteina activa un gen que esta en la célula huésped (que estaba inactivo hasta ese
momento) y que replica la proteina.

Descubrimiento (en orden cronoldgico) del mundo de los

MICROBIOS

La microbiologia es una ciencia muy nueva, aunque los organismos que estudia hayan sido los primeros er
poblar la tierra. Hasta el siglo XVII no se empezé a suponer la existencia de microorganismos.

1676 Leeuwanhoeck. Comerciante holandés que se dedicé a pulir lentes y a observar todos los tejidos que
construyendo. Estudio granos de polen, fluidos corporales, sarro de los dientes, y vio unas pequefias
estructuras que podian moverse y las llamé animaculos.

La Royal Society entrd en el asunto. Entonces surgi6 la pregunta siguiente, de donde provienen estos
animaculos???

Por un lado estan los Por otro lado estan los partidarios

partidarios de la generacion de que parten de otros

espontanea animaculos o de otro organismo

diferente (pues vaya...)

1688 Francisco Redi. Acaba con la idea de la generacidn espontanea (Experimento de Redi). Utiliza unos
botes de cristal con trozos de carne, dichos botes los tapa con unas gasas que permiten el paso del aire pe
nada mas, entonces no se generan "animaculos" en estos trozos de carne. La solucidn esta en las larvas q
son depositadas por moscas que se posaban en la carne, en los botes sin tapar, y hacian posible la aparici

esos "animaculos".

1765-1775 Spallauzani. El calentamiento puede evitar la aparicidn de los animaculos, pero cuando apareci
era por el aire que entraba, por lo que se dedujo que estaban en el aire.

ppos siglo XIX Appert. Inventor de la industria conservera (Método de la apertizacion), que consiste en el
sistema que tienen las latas de conservas que actualmente consumimos.

Al mismo tiempo Lavoisier estudia la quimica de los gases y hace un estudio en profundidad del oxigeno
(vital para todo), trata de echar por tierra la teoria de Spallauzani, tanto Appert como Spallauzani dicen que
problema es que no hay oxigeno y por eso no se desarrollan los animaculos.



1861 Luis Pasteur. Demuestra que hay animaculos en el aire, pasando un tubo con aire y un algodén en el
medio impregnado de eter. Lo miraba al microscopio y veia organismos, pero en cambio cuando lo hacia c«
aire caliente no veia absolutamente nada.

Pasteur ademas desarrollé unos matraces con el cuello muy largo, para que pudiera entrar el oxigeno, perc
la sinuosidad del cuello los microorganismos no podian entrar.

Tindal. Trabaja con una serie de infusiones de caldo caliente y veia que no se desarrollaban microorganismr
Con 5 0 10 minutos en las de carne tampoco se desarrollaban organismos. Luego probd con heno y si que
aparecian microorganismos. Tindal pensé que debia haber microorganismos que formaran estructuras de
resistencia. Tindalizacién: Método por el cual se realizan calentamientos cortos pero dejando un espacio
largo de tiempo entre medias.

calentar 10 m —————————-— > calentar 10 m

espacio largo

de tiempo

Tindal y Cohen descubren las esporas.

Cohen. Generacién de estructuras de resistencia llamadas esporas (aguantaban los 100° de Tindal).
esporas aguantan mata los microorg. se desarrollan todos

pero las esporas los microorg. y una vez

resisten desarroll. mueren al

CALOR ser calentados

CALOR

CALOR

TINDALIZACION: 30 m en 3 dias, con 24 horas de separacion. Se calienta 30 minutos cada uno. A partir d
todos estos trabajos, comenzé el desarrollo de la microbiologia, que se encaminé a demostrar que muchos
los fendbmenos que no se sabia por que ocurrian, podian ser debidos a la presencia de microorganismos
(procesos tales como: enfermedades, fermentacion...)

Lille. Utilizan los métodos de Pasteur para su fabricacién de alcohol partiendo de remolacha.

Pasteur descubrié que habia diferentes microorganismos cuando el proceso de la fab. del alcohol salia bier
otros cuando salia mal. Pasteur se pasé mucho tiempo estudiando el fendmeno de las fermentaciones. Est
la fermentacién butirica, y se dio cuenta que en ausencia de oxigeno también podian aparecer
microorganismos. Pasteur es el primero que introduce los términos de aerobio y anaerobio. (aerobio=los

microorg. aparecen con oxigeno, anaerobio=org. que pueden aparecer sin oxigeno).

Pasteur lleg6 a la conclusion que estos microorganismos que veia y estudiaba, podian estar implicados en
"enfermedades” de las fermentaciones.

1850 Rayer. Observé que en la sangre de animales enfermos, habia organismos que podian ser causantes



la enfermedad. Carbunco y Antrax son enfermedades con las que estudié Rayer.

Los organismos afectados tenian un determinado microorganismos en la sangre.

1876 Koch. Médico rural aleman que observé la presencia de microorganismos en la sangre de animales. F
el primero que desarrollé o que aisldé un microorganismo en cultivo puro. Postulados de Koch: Un
microorganismo es el responsable de una enfermedad o de otro proceso cualquiera.

Postulado 1: El microorganismo debe estar presente en animales afectados y ausente en los sanos.
Postulado 2: El microorganismo debe ser aislado en un medio de cultivo puro.

Postulados 3 y 4: Este microorganismo que hemos obtenido, inoculado en un animal sano, nos proporcione
otros microorg. parecidos a los 1°s obtenidos y el animal debe enfermar también. Koch realiz6 cultivos con
patatas!!!

forman colonias y son cultivos

puros de microorganismos

Koch pensé que el cultivo se podia hacer en un medio liquido y transparente que tuviera la posibilidad de
solidificar, utiliz6 entonces gelatina (pero no era buena porque se licua por encima de los 28°C y se la come

los microorganismos, al igual que la patata).

1883 Hesse. Utilizo agar—agar que es lo que se utiliza en la actualidad. Presenta dos ventajas muy
importantes:

100°C ————— 45°C (con temperaturas inferiores a 45°C esta sélido)
1. no es utilizado por ningln microorganismo
2. bastante resistente a la licuefaccién

Petri. Inventor de la famosa placa Petri. Estos dos descubrimientos, el de Hesse y el de Petri, potenciaron I
microbiologia de una forma extraordinaria.

Por esta época se aislan la mayoria de los responsables de las enfermedades contagiosas que estaban ca
estragos en esos afios, tales como la difteria, paludismo, colera...

A finales del siglo XIX se conocian los causantes de la mayoria de las enfermedades infecciosas. Como ya
conocian, los estudios se centraron en el control de éstas y se empieza a hablar de asepsia, quimioterapia
antibioterapia.

Hacia el 1840 se comienza a usar la anestesia en intervenciones quirlrgicas, y con la introduccion de estas
mejoran las técnicas quirdrgicas, pero aumentan las enfermedades y las muertes post—operatorias.

1847 Sommerfield. Médico austriaco que recomienda la limpieza de las manos con agua de cal, pero no tie
nada de éxito. (asepsia)

20 afios después, en 1867 se recomienda la esterilizacion de materiales y la utilizacién de desinfectantes
post-operatorios. (Lister)



También se comienzan a buscar sustancias letales para los microorganismos pero que no lo sean para el
hombre. (quimioterapia)

Erlhichs. Utiliza un compuesto llamado Salvarsan (compuesto a base de sales arsenicales) para el
tratamiento de la sifilis. Al mismo tiempo, Tindal y Pasteur llegan a una conclusion muy importante, piensan
gue el tratamiento de enfermedades se podia solucionar con bacterias.

FLEMING. Estaba aislando estafilococos, y se le contaminaron con un hongo, pero se dio cuenta que dond
estaba ese hongo se inhibia el crecimiento de la bacteria, por lo tanto siguié estudiando este fenébmeno.

Florey y Chang._Penicillium notatum Aislan la penicilina. Fue el primer antibiético que se desarrollé. La
terramicina (1950) y la estreptomicina siguieron a la penicilina.

A partir de estos momentos nacen conceptos tales como:

ANTIBIOTICO: Sustancias producidas por microorganismos, que inhiben el crecimiento de otros
microorganismos. Géneros como Aspergillus (hongos filamentosos, Penicillium) y Streptomyces (la mayorie
casi el 90%).

** Es muy importante hacer la siguiente apreciacion: HAY MICROORGANISMOS RESISTENTES A
CADA ANTIBIOTICO!!

INMUNOLOGIA: Personas que habian padecido enfermedades infecciosas presentaban una resistencia a
volver a contraer dicha enfermedad. Ya en la Edad Media, se inmunizaba contra la viruela a individuos san
con pustulas de viruela.

Jenner. Comienza a vacunar contra la viruela con pustulas de vaca.

Pasteur. Estudiaba la célera aviar con gallinas. Pasteur utilizé un cultivo puro que habia tenido un tiempo el
laboratorio. Entonces, las gallinas no morian y tampoco con microorganismos nuevos, por lo tanto penso gt
se habian atenuado los microorganismos y que las gallinas habian desarrollado una especie de resistencia
Desde este momento, se conoce que la inoculacién con microorganismos debilitados da lugar a un alto gra
de resistencia "especifica o inmunidad". Ppo basico de inmunidad

1884 Pasteur. Inventa la vacuna contra la rabia.
Jaime Ferranz (Espafiol, valenciano) inventa la vacuna contra la célera.

A partir de este momento pasamos a un estudio fisioldgico en los ambientes naturales de los
microorganismos.

En 1882 Winogradski descubre la enfermedad del mosaico de la hoja de tabaco. Tanto Winogradski como
Beijeriuk estudian los microorganismos en su habitat natural, es decir, sin aislarlos y descubren que dichos
microorganismos tienen una gran diversidad metabdlica, pudieron observar que habia bacterias
guimioautotrofas que aparecian en medios totalmente inorganicos. También vieron que hay microorganism
fijadores de nitr6geno, que hacen posible que se cierre el ciclo de éste y nuestra posterior respiracion. Vier
gue habia microorganismos en raices de plantas leguminosas, en estas raices se forman unos nédulos dor
hay bacterias que fijan el nitrdgeno y hacen que aumenten y mejoren las cosechas.

El descubrimiento de los Gltimos microorganismos estaba muy relacionado con las enfermedades, ya que,
muchas de ellas no se habia podido aislar el microorganismo causante de la misma (gripe...) Tvanosky,
estudiaba la enfermedad del mosaico del tabaco, y vio que aln usando filtros para retener bacterias, segui:



contaminando las plantas: lo llamé virus filtrable. Fue Beijeriuck quien demostré en 1829 que esta
enfermedad estaba causada por un virus, que necesitaba otras células para poder multiplicarse.

En 1935, Stanley aisla el primero de estos virus y comprueba que no es una célula, que sélo se compone ¢
proteinas y de ARN. Emplea para su cultivo células de embriones de pollo.

Con esto llegamos a la actualidad, pasando por los hechos mas relevantes de la historia de la microbiologi:
partir de la microbiologia se ha contribuido al desarrollo de otras ciencias, tales como la genética, por
ejemplo: escherichia coli; bioguimica, biologia celular, ecologia microbiana; cada dia se descubre que los
microorganismos estan presentes en mas procesos.

IECCION 2: Observacion de los Microorganismos

La observacion de los microorganismos no fue posible hasta la invencién de los microscopios, por
Leeuwanhoeck. El primero en inventarse fue el microscopio simple, aunque actualmente los que se usan st
compuestos.

Microscopio simple: formado por una lente dptica biconvexa.

Microscopio compuesto: en la actualidad, formado por varios sistemas de lentes.

Tipos de microscopios

MICROSCOPIO OPTICO MICROSCOPIO ELECTRONICO

- Luz ordinaria — Transmision: los electrones inciden directamente sobre la muestra

- Luz ultravioleta — Barrido: Los electrones no atraviesan la muestra, sino que inciden lateralmente

Con el microscopio de barrido Unicamente vemos la superficie. En cambio, con el de transmisién podemos
cortes estructurales.

Microscopio Optico: el microscopio consta de un tubo en cuyos extremos se sittan dos lentes:

1) Ocular, lente préxima al ojo

2) Objetivo, lente cercana al objeto de estudio

Platina: plataforma donde se coloca el portaeobjetos con la muestra. La fuente luminosa es la luz natural,
normalmente bombilla, antiguamente se usaban espejos. También hay lentes que condensan la luz. Todo €
soporte se denomina estatipo. Hay dos tipos de tuercas que van a permitirnos un perfecto enfoque: macro

micro.

El nimero de aumentos total es el producto de los aumentos del ocular y objetivo. Los objetivos, normalme
4, se colocan en el revélver, con aumentos de 3, 10, 30 y 100. El aumento del ocular suele ser x10 0 x15.

Todas las lentes tienen algun defecto, son las conocidas aberraciones. Tipos de aberraciones:
— Esférica: no es posible enfocar homogéneamente por toda la superficie.

— Cromatica: aparecen ivigaciones en el contorno de los objetos observados.



1) Microscopio 6ptico de luz ordinaria. Caracteristicas y funcionalidad

La calidad de la imagen observada depende de varios parametros, pero sobre todo del poder de
resolucion=capacidad del microscopio de ver la distancia entre dos puntos del objetivo. A mayor calidad de|
microscopio mayor poder de resolucion.

El poder de resolucion depende7ele
de la luz incidente y de otro factor, la apertura numérica.

Muzincidente
PR ————
2A.N.

A su vez, la apertura numérica (A.N.) depende de n, que es el indice de refraccion del medio. Para el caso
del aire=1y©

es el angulo de observacion con el microscopio, que estandarizado corresponde a 58°. Por lo tanto, tenemc
que A.N.=n.se

=1.sen 58°=0,8.

Lal
de la luz solar varia entre 350-700 nm. Cogiendo un valor medio tal como 500 nm, el resultado es el
siguiente:

500
=—— =31 =
PR 0.8 312nm= 300 nm

Veremos, entonces, puntos que estén como minimo a esta distancia.

Para disminuir el poder de resolucién, ver mejor, utilizamos el microscopio de luz ultravioleta. Con el
microscopio éptico también podemos variar el poder de resolucion, se hace aumentando el denominador.
Basta con utilizar un medio con indice de refraccibn mayor que el aire, por ejemplo el aceite de cedro, que
tiene n=1,2.

Otra forma de mejorar el poder de resolucién es ba?ar la
, luz ultravioleta (100-350nm).

250
PR—m =200nm

Existen varios tipos en funcién de la orientacién de la luz que utilizamos, y dependiendo también del tipo de
microorganismo que queramos observar:

— M. O. de campo claro: el mas utilizado, observamos en él un fondo luminoso, color claro pero en el
organismo tenemos un ligero color oscuro (vemos las sombras). Si la luz no encuentra "nada" en su caminc
se divisa el campo claro.

— M. O. de campo oscuro: al contrario, el fondo es de color oscuro pero lo que observamos, es decir, el
microorganismo esta claro. Se consigue colocando en el condensador una anilla que permite el paso de un
rayos de luz que seran enviados, reflejados, de tal manera que si no encuentran nada no entran en el objet
no se ve nada————— > campo oscuro. Por el contrario, los rayos que encuentran algo son reflejados
produciendo una sefial luminosa.



— M. O. de contraste de fases: Las estructuras internas de las células presentan diferentes indices de
refraccion, y también diferente al medio que les rodea, con lo cual es con estas diferencias con las que
funciona el microscopio de contraste de fases. Se emplean objetivos de fase y condensadores especiales,
hacen lo contrario que los normales.

La

de la luz ordinaria al pasar por este condensador se desfasa si no encuentra nada en su camino, campo cle
Pero si estas ondas desfasadas se encuentran con algo, se desfasan aun mas en funcion del indice de
refraccion. Este fenbmeno no es un campo oscuro, es gris pero con diferentes tonalidades en funcién de la
estructura.

Para el caso de las bacterias, al haber pocos organulos este microscopio resulta muy poco util. En cambio,
las levaduras o los hongos filamentosos se produce una mejoria notable en la observacion.

La utilizacion mas comudn para cada uno de estos tipos es la siguiente:

— CAMPO CLARO: su ampliacion maxima atil son 1000-2000. La muestra, aparece tefiida o no del color

del colorante utilizadq. Se usa generalmente para ver caracteristicas morfolégicas de bacterias. hongos, alc
Y protozoos.

— CAMPO OSCURO: su ampliacién maxima atil son 1000-2000. La muestra aparece brillante, sobre un

fondo oscuro (generalmente no se tifie). Se usa para ver microorganismos gue muestran alguna caracterist
morfolégica en estado vivo y en suspension. (flagelos o capsida por ejemplo).

— FLUORESCENCIA: su ampliacion maxima atil son 1000-2000. En la muestra se ven bacterias brillantes
y coloreadas, con el color del compuesto fluorescente. Estos compuestos transforman la luz, aumentan la
longitud de onda para que podamos ver la luz ultravioleta, que es la que los activa.

El mas utilizado es el microscopio de campo claro, pero con objetivos que produzcan el contraste de fases,
pudiendo alternar esta posibilidad con gran facilidad.

2) Microscopio Gptico de luz ultravioleta. Caracteristicas y funcionalidad

Inconveniente: la luz ultravioleta no es visible por el ojo humano. Para poder verla se hace incidir sobre una
pantalla o si no por excitacion fotografica. Pero sobre todo se utilizan sustancias quimicas que absorben la
energia de la luz ultravioleta y emiten radiaciones que pueden ser vistas, colorantes fluorescentes. Existen
células que de por si son fluorescentes.

TECNICAS PARA LA OBSERVACION AL MICROSCOPIO OPTICO:

— M. O. de campo claro: a) Para el microscopio de campo claro, la forma mas sencilla para observar los
microorganismos, es lo que se denomina preparacién en fresco. Consiste en que tenemos microorganismo
vivos en un cultivo, para ello utilizamos el asa de siembra, formada por un mango y una aleacién de un met
para que se pueda calentar facilmente, esterilizandolo por tanto con fuego. Luego, con dicho instrumento,
cogemos una muestra (pequefia pelicula) y la colocamos sobre el portaobjetos (si el medio no es liquido,
ponemos una gota de agua, y en ella distribuimos un poco de muestra), colocando encima el cubreobjetos.
Finalmente lo observamos. Sirve para ver la morfologia y poder saber si son méviles o no.

Puede ocurrir que el peso del cubre aplaste al microorganismo: utilizamos entonces la técnica de la gota
pendiente, para ello utilizamos un porta con una pequefia excavacién en el centro, y a continuacion
colocamos una gota sobre el cubre, le damos la vuelta y la colocamos encima del porta, quedando la gota
pendiendo en el aire.

10



Pero si queremos obtener mas informacion, debemos emplear otros tipos de técnicas:

b) tinciones, alteramos el estado de la célula, la matamos e intentaremos mantenerla con caracteristicas
parecidas a su estado natural. El proceso cuenta con varios pasos:

1.- frotis o0 extensién, consiste en extender por toda la superficie del porta la muestra de los microorganism
gue queremos ver.

2.— proceso de fijacién, se utilizan diferentes compuestos, aunque la mas utilizada es la fijacién con calor
suave, que mata al organismo pero mantiene las estructuras que se quedan pegadas al porta. La fijacion
propiamente dicha consiste en que colocamos agua en el porta (si es sélido) y con el asa de siembra coger
una muestra y la extendemos sobre esa gota de agua (o0 sobre la muestra si es liquida). Mas tarde, calenta
suavemente con un mechero, hasta que el agua se seque.

3.—tincién, aplicamos sustancias que se fijan a diferentes estructuras, tienen color, pudiendo ver asi las
estructuras tefidas. Tipos de colorante:

— cromogéneos: coloreados de por si.
— auxocromos: sin color, pero al entrar en contacto reaccionan y se colorean.
— acidos: reaccionan con estructuras basicas de la célula (la mayoria en la célula bacteriana).

- basicos: reaccionan con estructuras acidas. En las células cuyo acido nucleico esta distribuido por todo e
citoplasma, se usan colorantes basicos como el azul de metileno.

En funcién de los colorantes habra 2 tipos de tinciones:

A) Simple. Es la mas sencilla y sélo utilizamos un tipo de colorante. La mas corriente es la que se utiliza co
azul de metileno, que consiste en hacer el frotis y la fijacién y cubrir todo el porta con una disolucion de
colorante, después se deja actuar el colorante durante 5 minutos, se retira el exceso de éste con agua y se
secar al aire. Observamos por el microscopio y vemos todos los organismos de color azul.

B) Diferencial. Vemos diferencias entre organismos. Utilizaremos dos tipos diferentes de colorantes, siendo
el método mas utilizado la tincion de Gram.

— Tincién de Gram: nos da como resultado dos tipos de organismos, gram+ y gram—; en funcion de la
estructura de la pared celular, da la forma a la bacteria que es rigida. La estructura es diferente pero no la
composicion. Los organismos con Gram+ tienen un 90% de peptidoglicano, mientras que los Gram- cuente
Gnicamente con un 20%.

Método para realizar la tincién de Gram: Paso 1) realizamos el frotis y se fija al calor. Paso 2) tefiimos
primero con cristal violeta durante dos minutos, es una tincién simple. Paso 3) luego se aplica lugol
(lugol=mezcla entre 12 y yoduro potasico) durante otro minuto, es un mordiente que facilita la
penetrabilidad del anterior colorante, altera la estabilidad del peptidoglicano de la pared celular de bacterias
Paso 4) Por ultimo, se decolora con alcohol de 96° o cetona. El alcohol disuelve el colorante, extrae el crist:
violeta en capas delgadas de peptidoglicano, osea Gram-. En cambio, el alcohol no lo extrae en las capas
gruesas, osea Gram+. Las + estan decoloradas. Paso 5) para acabar, utilizamos un colorante de contraste,
color diferente, como la safranina (color rojo) y asi podemos ver perfectamente las —. En la practica no es t:
facil la diferenciacién, por ejemplo en el caso de las esporas.

Gram entonces descubri6 2 tipos de bacterias: unas mas moradas, que las llamé GRAM+ y otras mas rojas
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gue las llamé GRAM~-. Después se comprob6 que este comportamiento se debia, en gran parte, a la difere
cantidad de peptidoglicano en unas y otras. (las GRAM+ tienen una capa mayor de peptidoglicano que las
GRAM-)

- Tincién acido alcohol resistente (AAB) o Ziel-Neelson: tincion diferencial que nos va a separar a dos
grupos diferentes. Como ler colorante se utiliza Fuchina fenicada (potenciada por fenol) que proporciona
una coloracion rosa fuerte, lo aplicamos durante cinco minutos y ademas, calentamos brevemente. A
continuacioén, decoloramos con alcohol acido (no de 96°), los organismos acido alcohol resistentes no se
decoloran y viceversa. Por (ltimo, utilizamos un colorante de contraste, como el azul de metileno;
guedandonos los siguiente grupos: AAR+: Rosa fuerte (resisten la decoloracién), AAR-: Azul. (AAR+:
Mycobacterias, Mycaobactirium tuberculosis (causantes de la lepra, tuberculosis...)).

— Tincién de esporas: estructuras de resistencia que se forman en el interior del organismo, forman
numerosas capas de resistencia. Las esporas, por tanto, no se tifien con colorante normales, aunque existe
especifico que es el verde malaquita. Lo aplicamos durante 5 minutos y a la vez calentamos suavemente. £
continuacioén, quitamos el exceso (no haciendo falta la decoloracién, ya que es especifico) y como contraste
aplicamos la safranina durante un minutillo. Si el organismo desarrolla esporas estara verde, y si no tiene
esporas aparecera rojo (safranina).

C) Negativa. Esta tincion es una alternativa al microscopio de campo oscuro, ya que, la imagen obtenida es
parecida a la que obtenemos con este. No teflimos el microorganismo, sino el medio donde se encuentra.
Colocamos una gota de colorante, nigrosina en este caso. El frotis sobre el porta lo hacemos con este misn
colorante, que no penetra en el organismo, quedando un fondo oscuro y la bacteria clara. Se utiliza para pc
de manifiesto la capsula. (externa a la pared celular)

— M. O. de luz ultravioleta: Se usan colorantes obligatoriamente, debido a que la luz UV no se ve. Se utiliza
para ver diferentes tipos de bacterias y en reacciones antigeno—anticuerpo (Antigeno=sustancia capaz de ¢
anticuerpos). Hay especies que sélo se diferencian en el antigeno. Marcamos anticuerpos con diferentes
colorantes, luego los inoculamos y al asociarse con el antigeno, sabremos de su presencia. Es caro, por lo
se utiliza un método indirecto: se utilizan anticuerpos que tienen partes comunes (asexuales), luego tambié
usa un antigeno que es antidoto. Se utiliza en un Unico anticuerpo el colorante, sélo se tifie uno. Sélo es
fluorescente cuando se une al antigeno con el anticuerpo.

Microscopio Electrénico; la luz se sustituye por un haz de electrones que pasan por un tubo (para mejorar €
paso de los electrones, en el tubo se ha hecho el vacio). Importante: Permite la observacion de las estructu
interiores de las células. Sirve para visualizar virus. Tiene una resolucion de 10A (se pueden ver cosas muy
pequefias, incluso moléculas).

Fuente luminosa: Haz de electrones lanzado por un cafién en el que se establece una diferencia de potenc
entre el catodo y el anodo. 2 tipos:

TEM Transmision

El chorro de electrones pasa a través de la muestra a observar, que esta colocada en una rejilla (d << 3 mn
Scanning De barrido

Los electrones chocan con la muestra y se desvian, y estas desviaciones son recogidas por la pantalla.

La imagen que vemos, la observamos a través de una pantalla que es excitada por los electrones que llege
ella (mecanismo parecido a la television).
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Las imagenes las recogemos mediante una placa fotogréafica que es impresionada directamente por los
electrones.

El haz tiene una longitud de onda muy pequefia, por esto la resoluciéon es tan pequefia: pequefio poder de
resolucion. Problema: los electrones tienen poco poder de penetracién en el medio normal, por lo que para
permitir/facilitar el desplazamiento, hay que realizar el vacio en el medio tubo a través del que se desplazar

Existen condensadores/electroimanes que dirigen la direccion del haz. Es un tubo acoplado a todo un siste
para realizar el vacio. Luego hay una pantalla de TV. Camara fotogréfica.

Hay diferentes técnicas para los diferentes tipos de microscopio electrénico:
- M.E. transmision, sirve para observar estructuras internas de la célula.

Método de corte fino: consiste en cortar las bacterias y observar las estructuras internas de ellas. Para la
realizaciéon de estos cortes, el material a estudiar hay que laminarlo en rodajas muy finas (cortes) y colocarl
sobre una rejilla metélica (equivalente al portaobjetos en el microscopio Optico). Para realizar estos cortes,
antes tenemos que realizar una serie de manipulaciones en la muestra:

- FIJACION: mantener la célula muerta pero con las caracteristicas intactas. Lo mas parecido posible a lo
natural. Se usan compuestos quimicos, como gluteraldehido, permanganato potasico y tetroxido de osmio.

— INCLUSION: en una sustancia dura que nos permita luego cortar. Se usan resinas con dos componentes
EPOXI, que hay que mezclar y esperar a que polimerice.

Pero para incluir, debemos realizar otro paso:

DESHIDRATACION: sacar todo el agua, para poder ser sustituido por resinas, que son solubles en
alcohol/acetona. Sumergimos la célula en disoluciones de alcohol, cada vez > [alcohol] < [agua]. 60% 70%
80% ... hasta 100% resina.

Ahora se espera 1/2 hora o 1 hora, de reposo.

Una vez que la tenemos llena de alcohol, la llenaremos de resinas que si que son solubles en agua. La
operacién es la misma, se hace gradualmente, con disoluciones de resinas cada vez > [resina], para que e
resina polimerice. Tratamiento térmico (24h — 60°C).

Se obtiene asi un cilindro (de resina polimerizada) en cuyo interior esta la muestra. Cortamos con un
ultramicrotomo en laminas muy finas y ya podemos observar las estructuras de la célula sin problemas.
(dicho microtomo realiza cortes Unicamente visibles a la lupa). La muestra se hace pasar por la cuchilla (de
vidrio o diamante) realizandose cortes muy pequefios, y se colocan sobre la rejilla metalica=portaobjetos. E
rejilla se pone en el centro del tubo del microscopio, de modo que los electrones atraviesan la muestra, en
funcién de la opacidad obtenemos una imagen con tonalidades grises.

Un inconveniente de este procedimiento es que la muestra no es muy duradera, ya que, con el paso de los
electrones se va deteriorando poco a poco.

Para favorecer y remarcar estas diferencias de coloracion, se pueden usar: TINCIONES, con metales pesa
(acetato de plomo). Se fijan a diferentes estructuras celulares, y estos metales pesados no permiten el past
los electrones, por lo tanto, tenemos un mayor contraste.

Sombreado (TEM): Se realiza una fijacién igual a la que realizabamos para los cortes finos. Con esta
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técnica, vemos la superficie o la célula entera, pero no las estructuras internas.

Se cubre todo el organismo con una capa metalica, sobre la que incide de manera lateral el haz de electror
Son como imagenes en negativo, y generalmente se suele utilizar oro.

Tincién negativa: Se usa el acido fosfoturgstico, que ensombrece el fondo de la preparacion (imagen simila
a la anterior). Da una imagen, la forma externa, de lo que observamos en claro (fondo oscuro).

Criofactura: Permite observar las estructuras internas. No se deshidrata, pueden aparecer "artefactos" com
asas agregadas a la célula, debidas a todo el proceso.

No se incluye en la resina: se endurece la célula congelandola. Se congela en Nitrogeno liquido (bajas
temperaturas) el agua que forma la célula en estado soélido. Al cortar se suele romper por alguna de las
estructuras celulares, una fractura. La superficie se recubre de material metélico, que permite visualizar la
forma.

— M.E. de Barrido, los electrones no atraviesan la muestra, sino que son reflejados y recogidos por un
amplificador: transmitidos a la television y la cAmara de fotos. Tiene un mayor poder de resolucién que el
anterior, vemos cosas mas grandes.

Vemos la estructura externa de las células a observar: no hay cortes, pero si necesitamos hacer fijaciones |
cambio, no es necesario deshidratar). El proceso que realizamos es la metalizacién, depositamos sobre la
superficie la capa metalica que refleja los electrones, entonces la imagen es la de la superficie de las célula
La imagen que obtenemos es similar a la del sombreado, pero en este caso suelen darnos imagenes 3D.
IECCION 3: Estructura y funcion de la célula de los Microorganismos Procariotas

Hasta 1950, fecha en que se desarrolla el microscopio 6ptico, no pudo haber un desarrollo de la microbiolo
pero con la aparicion de éste se abrieron una cantidad de posibilidades enormes, ya que entre otras cosas,
permite estudiar las estructuras internas de los microorganismos. Diferenciamos entonces:

- CELULA EUCARIOTA: estructuras mas complejas, de mayor tamafio. Eucariotas son las células animale
vegetales, hongos, metazoos, algas.

- CELULA PROCARIOTA: estructuras mucho mas sencillas. De este tipo son todas las bacterias.

Diferencia entre ellas, ademas de la complejidad:

CELULA PROCARIOTA CELULA EUCARIOTA

carecen de membrana nuclear, por lo que el mate
genético no esta separado del resto de citoplasm
estruc. membranosas

rial .
ae[amraterlal nuclear aparece separado del resto de
hiterial citoplasmatico (tienen membrana nucleatr)

ADN agrupado en varias moléculas de cadena lingal,

tiene una molécula de ADN circular. No se divide ;g/osre dividen por medio de un proceso organizado

mitosis
-——> MITOSIS
ribosomas + pequefnos ribosomas de mayor tamafio
Procariotas: 70s Eucariotas: 80s
no hay sistemas membranosos internos aparecen sist. membranosos internos

no aparecen esteroles en la membrana plasmatic

3] »
salvo una excepcién: MICOPLASMAS rhembrana plasmatica formada por esteroles
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CELULA PROCARIOTA: Composicion

Su componente fundamental es el agua, que puede alcanzar el 90% (células jovenes) o el 70% (para el ca:
células viejas), ademas tenemos proteinas, lipidos y carbohidratos. La compaosicién cuantitativa de la célulz
varia a lo largo del ciclo de vida de la misma.

Tienen una barrera que las aisla del medio externo, es la denominada membrana celular, plasmética o
citoplasmica. Esta membrana separa, delimita la célula y es por donde van a pasar los diferentes nutrientes
gue necesita la célula.

Si Gnicamente existiera esta membrana, las bacterias dependerian de la presién osmotica del medio en que
vivieran, ya que, es bastante débil. Entraria entonces el agua en la célula por ser mayor la [soluto] dentro d
célula, y estallaria. Para evitar esto, se ha desarrollado otra estructura externa a esta membrana plasmatice
pared celular, presente en todas las células procariotas (excepto en los micoplasmas).

También hay pared celular en células eucariotas (células vegetales), aunque su composicion es diferente,
también los hongos y algas. Por el contrario, carecen de pared celular los metazoos y las células animales,
tienen otros mecanismos frente a la osmosis. La pared celular da forma y estabilidad a la bacteria. Si se
elimina (mediante tratamientos quimicos), se obtiene un protoplasto, que debe mantenerse en un medio
isoténico para que no estalle.

Externamente a la pared celular, puede haber una estructura llamada capsula o glicocdlix, que tiene diferer
composiciones en las diferentes bacterias que la tienen. Suele estar relacionada con la patogeneidad de la
bacteria. No es una estructura esencial.

También hacia el exterior, puede presentar estructuras filamentosas, que pueden ser:
- LARGAS, flagelos. Otorgan movilidad a las bacterias.

— CORTAS, pelos, pili o fimbrias. Aparecen en mayor nimero que los flagelos. No intervienen en la
movilidad, sino que esté relacionados con la recombinacién genética.

En el interior de la célula no existen sistemas membranosos, s6lo se observan invaginaciones de la membr
plasmaética (sobre todo en la zona central).

MESOSOMAS, desaparecen al quitar la pared celular, son importantes porque sostienen el DNA en la
replicacion.

No hay membrana nuclear. Se pueden observar algunas vesiculas (sin membrana, con 3 capas, solo con
membrana proteica), que dependiendo de lo que lleven se llaman de una forma u otra.

CAPSULA: Capa externa a la pared celular (también es una capa mucilaginosa). Est4 compuesta por una
sustancia gelatinosa que se observa con tincién negativa, aunque su composicién varia segun el tipo de
microorganismos. Formada también por polisacéaridos (las externas fijan cierto microorganismo patégeno a
tejidos especificos).

Su presencia esta relacionada con la patogeneidad, y hace mucho mas dificil la accion de las células
fagociticas del sistema inmunoldgico. Algunas bacterias desarrollan el glicocalix cuando viven en medio de
sacarosa, formando dextranos, y estos dextranos son los responsables de las caries. Ademas, favorecen Iz
resistencia a componentes antibacterianos.

En streptococus preumanide se han comprobado 2 tipos de células: unas con capsula y patdgenas (colonic
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mayores con borde liso) y otras sin ella (colonias pequefias con borde irregular).

PARED CELULAR: Es la responsable de la estructura de la célula, ya que la membrana plasmatica no es
suficientemente rigida para controlar la presion osmética del interior.

Su componente principal es la mureina=peptidoglicano=glicopéptido. Este componente es una estructura
formada por largas cadenas de aminoazucares (N—-acetilglucosamina y N—acetilmuramico) unidos mediante
enlaceP(1--> 4

Del N—acetilmurdmico cuelga una estructura de tetrapéptido con 4 aminoéacidos (L—alanina, 4cido
D-glutamico, acido mesodiaminopimélico con 4cido D-alanina).

La cadena se une a otras por un enlace peptidico al 4cido diaminopimélico con la D—alanina terminal de otr
cadena.

A mayor nimero de uniones, mayor
estabilidad, mas complejo resulta

la estructura de la mureina

Esta unién es diferente en bacterias:

GRAM+ unién a través de un puente de 5 glicinas. El 4cido diaminopimélico se sustituye por la L-Lys en
algas.

GRAM- union directa en los aminoacidos.

Las GRAM+, forman una capa de mureina mas gruesa, con muchas uniones (90%), mientras que en los
GRAM- sdlo constituyen el 5-20% de la pared.

Podemos diferenciar las GRAM +y —, ya que las GRAM+ se tifien todas con colorante y, al decolorar durar
5' con alcohol no se decolora por completo, mientras que en las GRAM- si se puede.

La mureina=peptidoglicano=glucopéptido forma un componente que esta presente en todas las eubacterias
——> bacterias (arqueobacterias ——> archea). En las arqueobacterias también hay pared, pero no hay murei
Hay arqueobacterias que presentan una pared celular con una estructura similar a la mureina ——>
pseudomureina que esta compuesta por aminoazucares (N—acetil-tarosaminurénico y N—acetilglucosaming
De ella cuelga también otra cadena de aminoécidos (Glu, Ala, Lys, Glu). También como las anteriores se ul
a otras cadenas por enlace peptidico. (% Lys y Glu terminal).

Otra diferencia es que las uniones entre aminoacidos en mureﬁ%ﬂ son > 4)

y en la pseudomureif 1 - - > 3)

. Esto hace que las archeas sean diferentes al resto de las eubacterias. Las arqueobacterias son resistente
enzima denominada lisozima (destruye paredes celulares), que sélo ataca ﬁ(éniac@ 4)

, también resiste a la penicilina (ataca a la D—ala terminal, para evitar que se unan). Como en arqueobacter
no existe D—alanina (no ataca) por eso la penicilina afecta sélo a las moléculas que estan creciendo.

Dentro de las arqueobacterias, algunas forman también paredes celulares de estructura proteica, que dan ¢
rigidez ——> también existen GRAM+ y GRAM-.
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En la GRAM+, el 10% restante (90% es mureina) esta ocupado por acidos teioicos, que son polimeros de
polialcoholes como el glicerol fosfato. Se unen por enlaces covalentes a la estructura del peptidoglicano y
tienen caracter antigénico.

En las GRAM-, la estructura de la pared es mucho mayor en cuanto a la complejidad (tiene una pared muc
menor, 5-10%) y por encima de esta capa de mureina tiene una estructura mas compleja, que se denomin,
lipopolisacarido ——> formado por una doble capa de fosfolipidos (ambos tienen diferentes estructuras).

- la parte interna es la que se denomina Lp A, que es una regién hidréfoba y que en lugar de los acidos gre
tipicos; tienen acidos grasos no saturados.

Unido a la Lp A hay una region celular denominada "ndcleo polisacaridico"=core —> formado por uniones
de azucares que son relativamente raros, como son las luptosas y un compuesto denominado acido
dioxioctamico.

Por ultimo, tenemos al otro polisacarido, que es la region hidrofilica, que también esta formado por azlcare
iguales. El lipopolisacarido es el componente mayoritario de la pared, y proporcionar a la pared propiedade:
antigénicas y constituyentes. Las endotoxinas estan Unicamente presenten en las GRAM- (que son las Uni
gue tienen lipopolisacéaridos).

FLAGELOS: Son estructuras externas a la pared celular, muy largas y finas, que tienen finalidad motora.
Tienen diferentes partes:

- filamento axial, es el filamento que sale a la superficie. Estd compuesto por proteinas denominadas
flagelinas ——> compuestas de aminoacidos que presentan una composicién rara, pocos aminoacidos
aromaticos pero los mayoritarios son acido aspartico o glutamico.

- gancho, estructura con esa forma, préximo a la pared celular. Esta formado también por flagelina.

— Cuerpo basal, hacia el interior. Es una estructura compleja, formada por una serie de anillos que se sujet:
en la pared celular. En las bacterias GRAM+ existen s6lo 2 anillos, que se localizan dentro de los péptido
glicanos.

En las GRAM- existen 2 pares de anillos: 2 ext. en el lipopolisacarido y 2 mas ext. en la mureina.

El movimiento del flagelo se produce cuando se mueven en sentido contrario los discos, tienen que estar m
sujetos, en las GRAM+ s6lo con dos se anclan bien (mas gruesa) pero en las GRAM- se necesitan mas dis
para que les de buena fijacion.

Para que el flagelo sea funcional, necesita ser lo suficientemente largo. Ademas, es indispensable para el
movimiento.

Otras estructuras filamentosas son_las FIMBRIAS, PELOS O PILI: no intervienen en la movilidad. Existen
diferentes tipos, aunque de algunos no se conoce aln la funcién (pueden facilitar la adhesién a células de
tejidos determinados). Estan constituidos por proteinas llamadas pilinas.

Algunos de estos estan relacionados con procesos de material genético, como la conjugacién ——> existe
contacto fisico entre 2 células, y se realiza por la unién de una de estas estructuras con otra bacteria. A tray
de ella pasa un trozo de material genético a la otra célula.

MEMBRANA CELULAR=MEMBRANA PLASMATICA=MB. CITOPLASMICA: Lo que delimita a la
célula. Es una estructura delgada (mas o menos 8 nm de ancho) que separa la célula del exterior. Al ppio s
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observé que existian células con estructuras que tenian aspecto de triple capa (2 claras y 1 interna oscura)
estructura trilaminar o unidad de membrana (existe en todas las células).

Cada una de las 3 capas esta formada por una doble capa de fosfolipidos de glicerol + fosfato.

Cuando ponemos el glicerol-P en un medio acuoso, se ordenan formando esta doble capa ——> 3 capas.
Esta ordenacién da una estructura denominada estructura del mosaico fluido, estructura que no es rigida,
sino fluida, flexible, que permite a la membrana variar su configuracion. Intercalados hay fosfolipidos y

ademas, existen diferentes tipos de proteinas.

Esta membrana esta en todas las células, pero dependiendo del microorganismo, los lipopolisacaridos van
ser diferentes.

— Bacterias o0 eubacterias, acidos grasos no ramificados, que se unen al glicerol con una unidn tipo ester
(-CO-0).

— Arqueobacterias o Archeas, ramificados con unién tipo eter al glicerol (-O- O). Es mas estable, y
ademas, el hecho de que los acidos grasos sean ramificados, hacen que la membrana sea menos fluida (i
resistente). (Las archeas viven, generalmente, en ambientes extremos).

FUNCION DE LA MEMBRANA PLASMATICA

- Transporte de nutrientes o produccion de desechos. Hay una necesidad de ser atravesada por sustancia:
nutritivas y de desecho. Si la membrana no pudiera transportar y fuera sélo permeable, como en el interior |
una mayor [solutos], por osmosis el agua tenderia a entrar (provocando una explosion de la célula). Exister
asi unas proteinas que ayudan en el transporte: proteinas de transporte.

Existen varios tipos de estas proteinas, cada una funcionando de manera diferente:

— UNIPORTADORAS, a través de la proteina, la sustancia pasa del exterior al interior.

— De COOTRANSPORTE, son necesarias dos sustancias para que se produzca la incorporacion de la
sustancia que nos interesa. Hay dos tipos:

- simportadoras: las dos sustancias — antiportadoras: la sustancia que
realizan el paso en la misma direcc. queremos va en una direccion, y la
portadora en otra diferente.

Existen proteinas especificas, para cada tipo de sustancia. Cuando la proteina se pone en contacto con la
sustancias, se produce un cambio en la conformacién de la proteina que permite el paso.

En el interior de la membrana (en procariotas) existen prolongaciones o invaginaciones de la propia
membrana hacia el interior, son los denominados MESOSOMAS.

Estas estructuras tienen diferentes localizaciones:
— Zonas centrales y laterales generalmente.

- Normalmente son mas numerosas en GRAM+ que en GRAM-.
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CENTRALES: participan en la reproduccidn de la célula, ayudando en la duplicacién del ADN y en la
formacion del septo que divide a la célula en dos.

LATERALES: son el lugar de formacion de enzimas que produce la célula, y que son expuestas al exterior.
Es en uno de estos mesosomas donde se ha detectado la produccion de una enzima,
(beta-lactanasa=penicilanasa) que da resistencia a la penicilina (a los beta—lactanidos en general).

**Estas caracteristicas se suelen cumplir en los mesosomas laterales** Otros, tienen en su interior el sisten
de transporte de electrones de la cadena respiratoria, se los compara con la mitocondrias de eucariotas.

También pueden tener pigmentos fotosintéticos, tilacoides, que se piensa que son comparables a cloroplas
de eucariotas, los responsables de la fotosintesis.

En células procariotas en corte al microscopio:

Aparecen vesiculas rodeadas por membrana que no se parece a la plasmatica (s6lo compuesta por proteir
es una especie de pseudomembrana. En su interior (las vesiculas) existen diferentes componentes, y recib
nombre dependiendo de lo que tengan en su interior. (gas ——> flotacién (vesicula de gas)), pigmentos

fotosintéticos, diferentes enzimas, entre las que destacan: carboxisomas, llevan CO2 de bacterias autétrofa

Otras vesiculas tienen la funcion de almacenar sustancias de reserva: Polihidroxibutarato (vesicula de PHB
para la obtencién de Carbono y Energia; Glucégeno o polifosfatos: corpisculos metacromaticos. (tefiidos c
colorantes simples, como el azul de metileno, dan una coloracidon mas intensa).

Otras estructuras son los RIBOSOMAS, que realizan biosintesis de proteinas. Se disponen por todo el
citoplasma. No estan asociados a ninguna estructura membranosa. Estan formados por RNA y proteinas: ti
una estructura formada por dos subunidades de diferente tamafio. El tamafio total del ribosoma bacteriano
tiene un coeficiente de sedimentacion de 70S. (Subunidad grande: 50S, con RNA de 23S y de 5S; Subunid
pequefa: 30S, con RNA de 16S y proteinas de Pm pequefio.

En archeas la estructura es igual, pero cuando se estudid el RNA 16S, se observd que habia diferentes
porcentajes en las secuencias de las células procariotas y las eucariotas. Las bacterias, como ya sabemaos,
pueden dividir en: bacterias ——> eubacterias y archea ——> arqueobacterias.

REGION NUCLEAR: No existe def. de ndcleo, es un aciimulo de una doble cadena de ADN largo
apelotonado en una parte del citoplasma, denominada regién nuclear. Este ADN, que constituye el
cromosoma bacteriano, se denomina genéforo.

Ademas del gendforo, existen moléculas de DNA doble circular, muchisimo mas pequefias, denominadas
plasmidios (también pueden replicarse). Se sabe que la informacién genética que transmiten estos plasmid
no es esencial para la bacteria. Las bacterias pueden vivir sin ellos, solo sirven para favorecer algo a la
molécula ——> algunos transmiten la resistencia a algunos antibiéticos (de otros no se conoce la funcién).

ENDOSPORA O ESPORA BACTERIANA: Son las formas de resistencia de algunas bacterias,
principalmente, Bacilus, Clostrictium y las GRAM+.

Se forma cuando la célula bacteriana comienza a percibir que se le agotan los nutrientes. Lo primero que h
es adquirir mayor movilidad, para lo cual sintetiza mas flagelos (con lo que puede desplazarse para buscar
nuevos alimentos). Después, comienza la formacion de la endospora, que tiene una duracion totalmente
determinada. Fases de la formacion de la endospora:

1.- Primero se produce la duplicacién del ADN.
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2.— Después comienza a formarse el septo de la espora, que es una invaginacion de la membrana. Con el
septo, la célula queda dividida en dos partes:

- la futura espora

— otra parte con DNA que acabara degenerando

3.— Se forman las membranas de la espora: una externa y otra interna.
EXTERNA: prolongacién de la mb. plasmatica de una zona de la célula.

Entre las dos membranas se desarrolla una estructura llamada corteza primordial o CORTEX. Esta formad:
por proteinas, que son las responsables de la resistencia de las esporas a los factores ambientales adversc

4.— Se forma el exosporio, que es una estructura amorfa que se coloca externamente a las dos mitades de
endospora.

5.— Se forman las envueltas de la endospora, se produce la incorporacion de cationes Ca2+ y se sintetiza L
compuesto, el acido dipicolinico, que s6lo aparece en las endosporas de las bacterias.

Los Ca2+ reaccionan con el &cido dipicolinico y dan lugar al DIPICOLINATO CALCICO, que forma una
estructura calcarea que proporciona resistencia.

6.— Se terminan de formar las envueltas con las capas corticales.
7.— La endospora queda libre con la lisis de la célula.

Las endosporas son resistentes a compuestos quimicos, a la desecacion prolongada, a temperaturas extre
etc.

Con la informacion genética de la endospora, se formara una célula vegetativa cuando las condiciones deje
de ser adversas.

IECCION 4: Estructura y funcion de la célula de los Microorganismos Eucariotas
PROPIEDADES IMPORTANTES:

- Es una estructura compleja, en comparacion con las procariotas.

— Su tamafio es mayor.

- Esta delimitada por la membrana plasmatica, con estructura de unidad de membrana ——> estructura
trilaminar.

- En el interior aparece un nucleo diferenciado, separado del resto del citoplasma por la membrana nuclear

— Aparecen numerosos sistemas membranosos, que constituyen el Reticulo Endoplasmatico, que puede se
RE Liso y RE Rugoso.

- El Aparato de Golgi esta formado por un conjunto de sacos aplanados.

— Existen unas estructuras rodeadas de membrana, en cuyo interior hay crestas e invaginaciones ——>
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Mitocondrias.

- Hay también pequefias vesiculas rodeadas de membrana.

- Otras formas de mayor tamafo y con un contenido menos denso que las anteriores son las vacuolas.
— Hacia el exterior aparecen prolongaciones para la movilidad de la célula, los famosos flagelos o cilios.

PARED CELULAR: No aparece en células eucariotas de animales superiores ni en protozoos. Si aparece €
algas y vegetales superiores, pero su estructura es diferente a la pared celular bacteriana.

En algas ——> la gran mayoria poseen una pared formada por un polimero de glucosa, la CELULOSA, que ¢
un polimero con uniones beta 1-—>3.

Las moléculas de glucosa forman cadenas muy largas que interaccionan y se entrelazan dando lugar a une
estructura ancha, de modo que se trata de una pared celular muy rigida.

Las algas diatomeas poseen una pared compuesta por silice.

Los hongos filamentosos pueden tener celulosa o bien una pared denominada GLUCANO, formada por
unidades de glucosa con enlaces beta 1-—>4. Esta diferencia en la unién de la glucosa, hace que las parec
de glucano sean diferentes a las de glucosa, ya que las de glucano no son tan rigidas, son menos compact

Otros hongos, poseen QUITINA. Forman un polimero de la N-acetilglucosamina. Es el mismo compuesto
gue forma el exoesqueleto de los insectos. Su membrana plasmatica esta constituida por la doble capa de
fosfolipidos. En el caso de las eucariotas, los lipidos que se unen al glicerol son los esteroles, los cuales no
aparecen en procariotas.

En los hongos filamentosos es el ERGOESTEROL.
En las células animales es el COLESTEROL.

Hacia el exterior de la célula hay unas estructuras que sélo se diferencian en su longitud, y que intervienen
la movilidad de la célula: cilios y flagelos.

CILIOS Y FLAGELOS: Su estructura es muy diferente a la de los cilios y flagelos en procariotas. Poseen
una estructura mucho mas compleja:

Aparece una forma redondeada rodeada de membranas, en cuyo interior aparecen una serie de estructura:
formadas por microtibulos en diferente nimero.

En el centro aparece un par de microtibulos CENTRALES, que se prolongan por todo el flagelo y terminan
nivel de la membrana plasmatica. En el interior de la membrana aparece el cuerpo basal.

El resto de los microtlbulos continGan por el interior de la membrana plasmatica hasta el cuerpo basal. Hay
pares de microtibulos laterales. Todos estan constituidos por TUBULINA, cada par tiene unas estructuras

con forma de ganchos, que estan compuestos por DIENINA o dineina. Los pares aparecen unidos entre si
otra estructura proteica ——> la ALEXINA.

Entre cilios y flagelos la Unica diferencia es la longitud. La movilidad se debe a contracciones de los
microtUbulos, para lo cual se necesita ATP.
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En el interior de la célula encontramos las siguientes estructuras:

VESICULAS: Se caracterizan por poseer un material denso. También son llamadas MICROCUERPOS.
Estan rodeadas de membrana y su contenido es variable.

La célula las utiliza para almacenar enzimas esenciales, que es necesario tener guardadas y aisladas del re
del citoplasma.

Segun el contenido de estas vesiculas, reciben diferentes nombres:
— LISOSOMAS: enzimas hidroliticas, como la fosfatasa acida.
— GLIOXISOMAS: enzimas del ciclo del glioxilico.

- PEROXISOMAS: enzimas como la peroxidasa, encargada de desdoblar el agua oxigenada (formada cornr
consecuencia del metabolismo y que es toxica para la célula).

VACUOLAS: Son de mayor tamafio y también estan rodeadas de membrana. La célula las utiliza para
almacenar productos de desecho.

RETICULO ENDOPLASMATICO: Presenta una serie de membranas. Unas veces esta asociado a
ribosomas y otras no. Los ribosomas del RE Rugoso, son los encargados de la sintesis proteica. Estas
proteinas se liberan hacia el interior del RER y a partir de éste pueden:

- ser englobadas en vesiculas o microcuerpos.

— atravesar todo el sistema y situarse hacia el exterior de la célula.

APARATO DE GOLGI: Son sacos aplanados que se localizan cerca de la membrana plasmatica. Su funcié
es el transporte de compuestos, sobre todo de polisacaridos y carbohidratos.

En los hongos filamentosos interviene en la sintesis de la pared celular de la hifa —> crecimiento apical de
ésta.

MITOCONDRIAS Y CLOROPLASTOS: Las mitocondrias son organulos de tamafio variable. Son mas
numerosas cuando la célula esta en pleno crecimiento.

Tienen una membrana interna que posee plegamientos hacia el interior, formando crestas, y ademas tiener
una membrana externa continua.

El interior recibe el nombre de matriz mitocondrial. En la matriz tiene lugar el ciclo de Krebs, y en las
crestas se produce la fosforilacion oxidativa.

Los cloroplastos poseen en su interior unas invaginaciones. Aparecen en las células vegetales. Estan
formados por una membrana externa y en el interior aparecen unos sacos aplanados, los denominados
TILACOIDES. A un conjunto de tilacoides se les llama GRANA.

Los cloroplastos intervienen en el proceso de la fotosintesis. La fase luminosa se produce en los tilacoides
fase oscura en la matriz.

RIBOSOMAS: Son diferentes a los de la célula procariota. Poseen un tamafio con un coeficiente de
sedimentacion 80S.
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Se divide en dos subunidades: 60S y 40S.

Cada subunidad esta formada por RNA y proteinas.

Subunidad 60S Subunidad 40S
RNA 23S RNA 16S

RNA 5S Proteinas S
RNA 5,83S

Proteinas L

IECCION 5: Cultivo y Crecimiento de Microorganismos

Una caracteristica de los microorganismos es que pueden cultivarse en un medio puro, y cultivarse en el
laboratorio. Para ello necesitamos saber los nutrientes necesarios para dicho micoorganismos, asi como la:
condiciones fisicas en que se desarrollan.

Los nutrientes necesarios son:

1.- Fuente de energia, pudiendo ser:

- luz solar=autétrofos

— compuestos quimicos=heterétrofos

2.— Fuente de carbono, pudiendo ser:

- inorganica=autétrofos

— organica=heteroétrofos

3.— Fuente de nitrdgeno

- inorganica - (las plantas) KNO3

— organica (proteinas y aminoacidos)

4.— Sales

- Azufre (S), las plantas usan compuestos inorganicos y los animales usan compuestos organicos azufradc
(aminoé&cidos). Las bacterias usan ambos tipos de compuestos.

- Fosforo (P), inorganicos u organicos (fosfatos).

5.- Oligoelementos: Na, K, Mn, Mg, Fe, Zn, Cu, Co, Ca,...

Son necesarios para poder desarrollarnos, aunque aparecen en una pequefia proporcion.
6.— Vitaminas

— animales: a través de la dieta.
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— microorganismos: o lo sintetizan o necesitan un aporte externo. Entre los que lo sintetizan, una de ellas vi
en nuestro intestino (E. Coli) y producen vitamina K.

7.— Agua

Para hacer crecer microorganismos en el laboratorio necesitamos un medio de cultivo, es decir, una disoluc
con todos los nutrientes.

Podemos diferenciar los medios de cultivo segun el estado fisico:

- Medios liquidos, en agua todos los nutrientes.

- Medios sélidos, se afiade un agente solidificante —> AGAR (15-20 g/l)
— Semisoélidos, con menos AGAR (+/- 5 g/l)

Hay que tener cuidado, un exceso en alguno de los componentes puede inhibir el crecimiento de los
microorganismos.

También podemos clasificarlos segin su composicion:

- Medios sintéticos, medios en que los nutrientes estan quimicamente diferenciados y en unas condiciones
determinadas.

- Medios complejos, aunque sepamos la composicién, no sabemos en que proporcién estan.

- Medios semisintéticos, medios con un sélo compuesto complejo, y los demas comp. conocidos. El Agar
nutritivo es de este tipo porque lleva carne.

— Medios enriquecidos, aquellos a los que afiadimos una sustancia compleja, de gran aporte de vitaminas,
como puede ser sangre, suero, extracto de tejidos... esto se hace para soportar el crecimiento de organism
mas complejos, nutritivamente hablando.

- Medios selectivos, algunos componentes van a hacer que se desarrolle mas un determinado microorgani
gue otro. Ejemplo: las sales biliares favorecen la formacion de bacterias GRAM-.

— Medios diferenciales, algunos componentes del medio hacen que un tipo determinado de microorganismc
tengan aspecto diferente al resto de los microorganismos. El Agar Levine inhibe el crec. de bacterias
GRAM-+. Las bacterias E. Coli, tienen un color caracteristico en este medio, toman un color verde metalico.

Estos microorganismos podemos cultivarlos como un cultivo puro. Generalmente se realizan en placas petr
Para obtener un cultivo puro podemos realizamos lo siguiente:

1. Siembra por extension: la muestra con microorganismos se pipetea sobre la superficie del agar (0,1ml o
menos) y se extiende suavemente con un asa de vidrio. Se pone a una temperatura adecuada y se deja un
determinado tiempo hasta que aparecen diferentes colonias.

2. Siembra por vertido en placa: la muestra con microorganismos se pipetea en una placa estéril y sobre ell
se aflade el medio de cultivo y se mezcla. Después de incubar, sobre la superficie del medio de cultivo
apareceran colonias de los diferentes microorganismos.

Para asegurar que lo que hemos obtenido es puro, usamos el método de AISLAMIENTO EN ESTRIA ——>
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consiste en coger la muestra de la colonia con un asa de siembra, y haciendo estrias se coloca en otra plac
petri. Al extender de esta forma, quedaran bacterias sueltas que originaran colonias aisladas.

A partir de estas colonias que podemos apreciar que son idénticas, las pasamos a un tubo con agar inclina
(para que tenga mayor superficie) y obtenemos asi el cultivo puro.

Mantenimiento y Conservacion de

MICROORGANISMOS

La manera mas sencilla es realizar resiembras periédicas, que consiste en pasar a otro tubo con medio de
cultivo. Se realiza cada 2, 3, 4 meses con pocos microorganismos.

Para aumentar el tiempo y el porcentaje de resiembras neto, los tubos en la nevera estan a una temperatur
cercana a 4°C, con ello conseguimos un descenso del metabolismo y hacemos que los microorganismos
crezcan mas lentos. A bajas temperaturas los microorganismos podrian durar afios. Para evitar que se rom
las células al congelar, podemos usar "amortiguadores" como el glicerol o el aceite de parafina.

El otro método de conservacion es la liofilizacién, en la que hacemos pasar de agua sélida a gas sin pasar
lo que congelamos los microorganismos, después calentamos hasta tener vapor ——> el microorganismo es|
sin agua pero con sus estructuras intactas: cuando lo ponemos en un medio de cultivo con agua se hidrata
nuevo, y vuelve a su estado normal. Esta es la manera mas utilizada a la hora de conservar microorganism

Existe también lo que se conoce como coleccién de cultivos tipo, en paises desarrollados. Consiste en una
coleccion de microorganismos que recogen los cientificos —> cuando se encuentra una cepa aislada y se
nombra, hay que mandarla a la CCT, que se encarga de mantener la cepa y de tenerla a disposicion de tod
mundo (que autorice algin laboratorio). En Espafia es la C.E.C.T. (la mas importante es la americana, la
ATCC), que emite boletines periédicamente con los nombres de los microorganismos.

CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS

El microorganismo comienza a crecer, aumentando su tamafio y termina dividiéndose en dos células idénti
a la primera.

Definimos el CRECIMIENTO como un aumento ordenado de los componentes de la célula, de manera que
una duplicacion de masa se corresponde con una duplicacion de todos los componentes de la célula, se lla
division binaria. Al tiempo que tarda una célula en duplicarse se le llama tiempo de generacién=tiempo de
duplicacion. Este tiempo va a depender de las condiciones en que tengamos el microorganismo, al igual qu
del tipo de cultivo o, genéticamente, del la velocidad metabdlica.

Ejemplo: E. Coli ——> 20 minutos, y por el contrario Mycobacterium ——> varios dias

*IMPORTANTE** Cuando hablamos de crecimiento de microorganismos, nos referimos al crecimiento de
toda la poblacion.

MEDIDA DEL CRECIMIENTO (Métodos para el estudio del crecimiento)
Se puede hacer de varias formas distintas:
- Determinando el nimero de células: se hace un recuento total. Es el método mas sencillo y directo.

Consiste en contar a ojo (microscopio) el nimero de células que hay (para los glébulos rojos se utiliza un
cuentaglobulos, con una rejilla calibrada con un area de 1mm2).
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Contamos los microorganismos existentes en cada cuadrado y luego hacemos una media de todos los
cuadrados grandes que hay: los microorganismos que contemos estaran en un volumen de 0,02 mma3. Asi,
sabiendo esto podemos calcular el nimero de microorganismos gue tenemos en el volumen que deseemos

Inconvenientes (como no): pesadez de contar (cuando son muchos te kagas!!!). Otro problema es que no
podemos diferenciar los organismos vivos de los muertos.

- Recuento electronico: mediante el contador Coulter. Consiste en pasar un volumen determinado de la
muestra con microorganismos por un tubo, que tiene unos orificios tan pequefios, que sélo permite el paso
las células una a una.

Se establece asi una corriente de electrones y se mide la conductividad. A medida que pasan bacterias, la
conductividad varia. Asi, se cuentan las variaciones de conductividad sufridas. (nUmero de microorganismo
1000)

Inconvenientes: los microorganismos filamentosos se unen unos con otros, no pudiendo diferenciar el
porcentaje de microorganismos vivos y muertos.

Como el problema de diferenciar los microorganismos vivos y muertos esta presente en los dos métodos,
surge otro método que nos soluciona el problema.

RECUENTO DE VIABLES: con él podemos diferenciar los microorganismos muertos de vivos. Se cuenta
el nimero de células que estan vivas y por lo tanto que puedan desarrollarse en un medio de cultivo, para e
tenemos que tener entre 30 y 300 microorganismos. (con un nimero inferior/superior a éstos no podemos
realizar este método)

Realizamos un paso previo, las llamadas diluciones seriadas o decimales, que consiste en que en vez de
coger la muestra directamente, la diluimos y tomamos un 1ml que afiadimos en diferentes tubos (que van a
contienen 9ml de diluyente). Ahora, tomamos 1ml de este primer tubo y se afiade en el siguiente, y asi hast
diluciones. Es entonces, a partir de cada una de estas diluciones, desde donde vamos a inocular las placas
el medio de cultivo para hacer el recuento.

Las dos primeras muestras contienen mas microorganismos, y es bastante dificil poder contarlos (contienel
alrededor de 300). En las dos siguientes muestras, hay +/- 157 colonias; mientras que en la siguiente tenel
17 colonias... por lo que esta dltima dilucién no nos vale porque tenemos menos de 30 colonias.

Elegimos entonces la dilucién de 10-3 que tiene alrededor de 59 colonias (porcentaje comprendido entre 3
300). Originariamente tendriamos 1,59.10+5 (por 10-3 veces la muestra ——> ya que diluimos 3 veces). Est
se expresa como unidades formadoras de colonias, que es la unidad de medida.

muy pocas
Mayor nimero d bacterias tomamos de esta dilucién. En realidad

tendriamos, originariamente, el nimero de bacterias que encontremos aqui por 103 (ya que lo hemos diluic
veces)

— Técnica del nimero mas probable: se usan tablas. A partir de la muestra originaria, vamos a hacer
diluciones. Generalmente usamos las tres primeras diluciones para inocular los tubos (3 6 5). Lo inoculamo
temperatura y condiciones adecuadas ——> en los tubos turbios tenemos mas microorganismos. Anotamos |
tubos turbios, por ejemplo 5:3:1 y buscamos este nimero en las tablas ——> entonces las tablas nos dan el
namero mas probable de microorganismos que hay.
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— Aumento del niumero de células=aumento de masa celular: para determinar la masa celular, lo mas
sencillo es determinar el peso seco (sin agua retenida), para ello tomamos una muestra que colocamos en
pequenio recipiente (del que ya conocemos el peso) y aplicamos calor (90°C) hasta llegar al peso cte. (24—
——> |uego volvemos a pesar y por diferencia de pesada, calculamos los mg de masa de microorganismo gL
tenia en la muestra.

- Medida de laP

—O6ptica: cuando hacemos pasar la luz por la muestra, choca con las particulas y se dispersa. Esto lo hacen
con espectrofotometro, que mide la luz dispersada. La inversa de la luz dispersada es lo de seéflenomina
Optica.

Tenemos que a maybY
Optica mayor nimero de microorganismos hay

LaP
Optica aumenta al aumentar el tiempo (porque los microorganismos crecen)

LaP
Optica puede relacionarse con el peso seco: por ejemplo...

tenemos un&
Optica de 0,2 ————- > peso de la muestra 3 mg/mi

O con el numero de viables...

P
Optica de 0,2 corresponde a 3.107 viables

Cuando representamos esta variacion del crecimiento a lo largo del tiempo, obtenemos una gréafica
caracteristica denominada CURVA DE CRECIMIENTO.

Esta curva tiene una serie de fases con diferente crecimiento:

- F. de latencia, hay un crecimiento mas lento, ya que cuando ponemos a un microorganismo en un medio,
necesita un tiempo para adaptarse. Este tiempo es variable, y depende del microorganismo y de las
condiciones en las que lo ponemos.

- F. exponencial=logaritmico, los microorganismos se duplican exponencialmente (cada divisién constituye
una duplicacion de la poblacién). Durante esta fase de crecimiento, la velocidad de crecimiento es constant
(corresponde a la pendiente).

- F. estacionaria, parece que el crecimiento se mantiene estacionario. Ocurre porque los microorganismos
han agotado los recursos del medio de cultivo ——> ocurre un crecimiento desequilibrado y los compuestos ¢

sintetizan a diferente velocidad, formandose células con alteraciones (son células mas pequefias y no visibl

- F. muerte=lisis, (porque se rompe la pared celular). Las células no pueden seguir sin nutrientes y se muel
después de la fase exponencial.

Al final de la fase estacionaria se pueden formar metabolitos secundarios, que son importantes para el
hombre en muchos casos ——> MEDICAMENTOS.

Otras veces, las curvas son de otro tipo, que parecen diferentes curvas superpuestas. Se debe a que en la
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composicion del medio de cultivo, hay mas de una fuente de C y N.

Crecimiento Diauxico: se debe a que en

el medio hay mas de un complejode Cy N

Otras veces, en vez de metabolitos, necesitamos que el microorganismo aumente de masa con mayor rapif
Hacemos que siempre tengan un crecimiento exponencial (afladiendo mas cultivo) ——> se denomina
CULTIVO CONTINUO. Para ello usamos un quimiostato, que tiene una zona de entrada y otra de salida.
El microorganismo adapta la velocidad de crecimiento a la velocidad con que se afiade el cultivo, y nunca
podemos afiadir mas medio de cultivo que la velocidad a la que se dividen; porque al final no tendremos
manera de evitar que el liquido entre a mas velocidad.

Para evitar que el liquido entre con mas velocidad se usa lo que se denomina turbidestato ——> para medir |
turbidez. Se hace con el espectro fotdbmetro y sera una determinada canfidad de

Optica, la que nos diga cuando afiadiremos mas medio.

Ademas del medio de cultivo, hay otros factores que intervienen en el crecimiento de microorganismos ——>
no todos responden igual a un mismo factor ambiental. Estos factores son los denominados factores
fisicoquimicos.

- TEMPERATURA: al disminuir la temperatura disminuimos también el metabolismo, con lo que podemos
regular el crecimiento de estos con variar la temperatura. La temperatura con respecto al crecimiento de
microorganismos puede ser:

- Minima, por debajo de ella no pueden crecer microorganismos.

- Media, 6ptima para el crecimiento.

— Alta, por encima no se desarrollan.

Dentro de la temperatura éptima tenemos:

- Estenotermdfilos, tienen una temperatura 6ptima muy marcada (se notan mucho las variaciones de
temperatura).

- Euritermdfilos, la temperatura 6ptima no esta tan marcada.
Segun el rango de temperatura que tenemos, los microorganismos se pueden clasificar en:

- Psicréfilos, crecen a temperaturas inferiores a 0°C y maximas de 20°C, siendo la temperatura 6ptima de
10°C-16°C.

- Mesofilos, temperaturas moderadas (20°-45°) con temperatura éptima entre 30°-37°C. Dentro de ellos e:
todos los microorganismos patdégenos para el hombre (importante la temperatura éptima de estos, tempera
corporal...).

— Termdfilos, se desarrollan bien a partir de no mas de 70°C y con una temperatura 6ptima de 60°C.

- Heteromofilos, temperaturas mayores de 70°C y con una temperatura 6ptima de 86°C.
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- Termdfilos extremos, temperatura Gptima de 105°C.

Tanto los termdfilos como los psicréfilos, tienen sistemas enzimaticos que no se desnaturalizan a 60°C ——>
otras enzimas si se se desnaturalizan a estas temperaturas.

- AGUA:

Si ponemos un recipiente con agua y cerramos herméticamente, el agua se evapora y podemos tener 1009
humedad relativa. Si se afiade CINa, a lo mejor sdlo llegamos al 80% de esta humedad relativa.

80%/100%=0,8 actividad de agua

Los microorganismos no se pueden desarrollar con aw<0,9 (90% humedad relativa), aunque levaduras y
hongos filamentosos son un poco menos resistentes (valores algo menores).

El hombre usa esto para conservar alimentos, como por ejemplo la salazén, que consiste en quitar el agua
por eso los microorganismos no pueden crecer, o la mermelada, que consiste en quitar el agua con azlcar.

Normalmente las bacterias necesitan una mayor cantidad de agua (hongos filamentosos menos de 0,9)
ninguno puede desarrollarse a menos de 0,6.

Segun la capacidad de necesitar este agua podemos encontrar:
— microorganismos osmotolerantes: soportan aw muy bajas.

— microorg. osmofilos: crecen a aw muy bajas, pero les es necesario una cierta [solutos]]. Dentro tenemos
una mayor [NaCl] para desarrollarse. Segun estas [NaCl] podemos clasificar los microorganismos en:

- no haldfilos, no soportan [NaCl] > 0,1

- halotolerantes, soportan [NaCl] entre 1-6%, pero si no las tienen da igual
- haldfilos, necesitan que la [NaCl] sea mayor del 6%, entre 6—-15%

- hald6filos extremos, necesitan [NaCl] entre 15-30%

Los dos ultimos tipos de microorganismos se incluyen en la familia Halobacteriaceae (dentro de las archea:
gue son microorganismos que viven en las aguas marinas (lugares donde es posible alcanzar esas []).

- PRESION HIDROSTATICA: microorganismos de aguas profundas, que soportan la presion de todo el
agua que hay por encima. Dependiendo de la presién que son capaces de soportar tenemaos:

- barofilos, soportan presiones > presiones atmosféricas

- barotolerantes, si la P > Presién atmosférica, podemos vivir, pero si no hay esa presién no importa.

- bardfilos, necesitan esta presion para poder crecer y desarrollarse

- PH: es la medida de la acidez o la alcalinidad de un medio en el que hay microorganismos. La gran mayo
de los microorganismos se desarrollan mejor a pH neutro (+/- 7), pero todos los microorganismos presenta

un pH minimo, por debajo del cual no pueden crecer, un pH 6ptimo en el que se desarrollan mas
rapidamente, y un pH maximo por encima del que no se desarrolla.
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- aciddfilos, pH min=1, pH 6ptimo=3, pH max=5
- neutrdfilos (mayoritarios), pH min=5, pH 6p=7, pH max=8
- basoéfilos, pH min=8, pH 6p=16, pH max=12

Las bacterias son mas neutréfilas que levaduras y hongos (pH mas bajo). El microorganismo mas acido qu
conoce es el Thiobacillus (bacteria) que puede vivir a pH<1.

- OXIGENO: es necesario para la gran mayoria de microorganismos, por ser el aceptor terminal de
electrones de la cadena respiratoria, pero la [oxigeno] del organismo (20%) nunca es mayor que la [oxigen:
de la atmésfera (toxicas para microorganismos). Podemos clasificar a los microorganismos por su
comportamiento:

— AEROBIOS: necesitan oxigeno para poder desarrollarse (+/— 20%)

— ANAEROBIOS: no necesitan oxigeno. Podemos tener:

— anaerobios facultativos, si hay oxigeno lo usan, pero si no hay también son capaces de crecer.

— anaerobios aerotolerantes, no crecen en presencia de oxigeno, pero no se mueven, se quedan igual.

— anaerobios estrictos, la presencia de oxigeno es toxico para ellos.

IECCION 6: Control del crecimiento MICROBIANO

Necesitamos que todo el material que usamos en el laboratorio esté en condiciones para albergar los
microorganismos que queremos.

Para esterilizar, podemos matar los microorganismaos, quitarlos o impedir que accedan a la muestra. Medial
la ESTERILIZACION eliminamos todas las células bacterianas que estén en ese material. Este proceso
podemos conseguirlo mediante diferentes métodos, que podemos clasificar en:

— métodos fisicos, aplicamos procesos fisicos, como son el calor, la filtracién, radiaciones...

— métodos quimicos, afladimos componentes quimicos.

Métodos Fisicos

— Aplicacién de calor: (el mas usado)

Puede ser: 1. Calor humedo: se usa la autoclave.

2. Calor seco: usamos un horno Pasteur.

En el método 1, con temperaturas comprendidas entre 100-121°C, ocasionamos una coagulacién de las
proteinas que hace que las enzimas no sean activas. En el método 2, secamos la célula (160-180°C) ——>
guitamos el agua y la célula no puede desarrollarse.

Para esterilizar medios de cultivo, usamos el calor himedo ——> autoclave (olla a presion) como hay mas

presion hay mas temperatura. Es un recipiente en el que normalmente, en la parte inferior hay una cantidac
agua que se calienta con una fuente (generalmente resistencia). Sobre el agua hay una rejilla con los matre
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gue queremos esterilizar. Cuando hay mas vapor, tiende a salir por un "pitorrillo" que podemas abrir o cerre
Si lo cerramos aumentamos la presion, a una atmadsfera la temperatura es 121°C, y mueren todos los
microorganismos.

Este método esté limitado por los materiales que queremos esterilizar (algunas se estropean a temperatura
mayores a 100°C).

Para los materiales que soportan 100°C, usamos un método denominado Tindalizacién —> consiste en
esterilizar a vapor fluente (el vapor sale y no aumenta la presién). Lo dejamos 30 minutos a 100°C y lo
dejamos ahi un dia entero; después volvemos a calentar a 100°C durante 30 minutos y repetimos una vez |
Con este proceso, destruimos las formas esporulares.

Cuando esterilizamos algo que no se quiere exponer al vapor de agua (porque se mojan y se llenan de agu
usamos el calor seco ——> aplicamos calor en el horno pasteur (recipiente en el que aplicamos calor, que se
distribuye con un ventilador) obteniendo temperaturas de 160-180°C, que mantenemos durante 1-3h
(dependiendo de la temperatura utilizada).

Una vez que hemos esterilizado el material, necesitamos conservarlo estéril; por lo que todos los matraces
tapamos con un algoddén graso que impide que entre la humedad.

Otro proceso de aplicacién de calor, pero que no es esterilizacion porque no mata todos los microorganism
es la Pasteurizaciéon. Se usa por seguridad en microbiologia de alimentos ——> se calienta 60-70°C y es
suficiente para eliminar muchos microorganismos, sobre todo los patdégenos que pudiera haber (se utiliza
sobre todo en conservacion de leche, queso, zumos, fabricacion de cerveza y vinos (para matar levaduras)

Otro método para esterilizar es la Incineracién, que se utiliza para el asa de siembra, consiste en ponerlo
directamente sobre el fuego y se logra que mueran los microorganismos. También se usa para incinerar ple
petri de plastico que no vamos a usar, animales con microorganismaos,...

— Eiltracion:

Quitamos los microorganismos que estén en un material liquido o gaseoso, usando filtros con tamafio de pq
pequefisimos para que los microorganismos no pasen. Se empleaba tierra de diatomeas, aunque ahora se
filtros de tamafio de poro de 0,45-0,22 microorganismos ——> no atrapan los virus.

Se usan para filtrar agua, en estudios sobre el agua. Se utiliza para esterilizar compuestos que no aguantat
altas temperaturas (enzimas, proteinas...) gases caire ——> se hace pasar por filtros y sale estéril (se utiliza
habitaciones, superficies, laboratorios, quir6fanos...).

— Radiaciones:

Pueden ser:

- IONIZANTES: rayosY

y rayos X. Afectan a la célula y producen alteraciones tales que llegan a matarlas. Se la conoce también co
esterilizacion fria (también la otra clase).

Los rayosY

presentan una gran penetrabilidad por lo que pueden usarse para esterilizar instrumental que esta en el inte

de recipientes (por eso son dificiles de usar ——> en habitaciones especiales). Las radiaciones ionizantes
consisten en ionizar la célula, formando radicales —OH que alteran la célula y la matan.
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Los rayos X son menos penetrantes que los anteriores. Son menos peligrosos, aunque tienen menos uso.
— NO IONIZANTES: Acttan a nivel de DNA ——> se producen uniones en moléculas de timina de las dos
hebras del DNA, gue hace que cuando la molécula se separe, se pierdan bases, el RNA no se traduce en I
secuencia correcta ——> proteinas con aminoacidos extrafios, la célula muere. También es estéril fria.

Su problema es que es poco penetrante, y se usa para esterilizar superficies, liquidos con h menores a 3mi

Generalmente se usan longitudes de onda de 200nm, que es la que mas afecta al DNA (porque es la radia
que absorbe).

Métodos Quimicos

Hay muchos componentes quimicos que podemos usar para eliminar los microorganismos, utilizando cada
uno para actuar contra algo en concreto. El mas tradicional es el FENOL ——> la actividad de otros
compuestos se da referenciada a la accion del fenol.

IECCION 7: Fundamentos del Metabolismo MICROBIANO

METABOLISMO: conjunto de reacciones o transformaciones quimicas que ocurren en una célula o en un
microorganismo. Esta constituido por:

— ANABOLISMO: conjunto de reacciones quimicas encaminadas a la sintesis de componentes celulares. S
reacciones de biosintesis, gue consecuentemente requieren energia.

— CATABOLISMO: conjunto de reacciones de degradaciéon de sustancias en las que se produce (o libera)
energia.

Como resultado de estos dos grupos de reacciones tiene lugar el crecimiento celular.

Una célula, para crecer, necesita sintetizar los nutrientes que tienen en el ambiente, y por biosintesis forma
componentes celulares. Los nutrientes son fuentes de C, N, O,...

La energia que se necesita para estas biosintesis, procede del exterior y puede ser de diversa naturaleza: |
compuestos organicos y compuestos inorganicos. La mayoria de los microorganismos usan compuestos
guimicos organicos que son captados del ambiente, introducidos en la célula y degradados por catabolismc
sistemas mas simples que la célula necesita (la célula los expulsa, mas tarde, como productos de desecho)
Esta energia se usa para el anabolismo y para otras funciones celulares, como puede ser el movimiento de
flagelos, transporte de solutos por la membrana...

Los microorganismos se puede clasificar atendiendo al tipo de metabolismo que realice. En concreto, se
agrupan atendiendo a la fuente de energia que toman del medio o la fuente de C.

Dependiendo de la energia que toman del medio para crecer, tenemos:
- luz, fototrofos

— compuestos quimicos, quimiotrofos. Estos a su vez se pueden dividir segun sea el compuesto quimico gt
utilizan. Ambos obtienen energia de la oxidacion del compuesto quimico, por tanto, obtienen energia quimi

- INORGANICO: quimiolitotrofos (=litétrofos)
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- ORGANICO: quimioorganoétrofos (=organdétrofos)

Dependiendo de la fuente de carbono (C) (fuente de moléculas con C para usarlo como constituyente
celular), tenemos:

— CO2, sintetizan los constituyentes celulares a partir de didxido de carbono. Transforman compuestos
inorganicos en organicos ——> AUTOTROFOS.

— Utilizan compuestos organicos que ya han sido elaborados por otros organismos ——> HETEROTROFOS.

La mayoria de los organismos aut6trofos son los que obtienen su energia de la oxidacién de compuestos
guimicos inorganicos o de la luz.

AUTOTROFOS

gue son litétrofos que son fototr6fos

LITOAUTOTROFOS FOTOAUTOTROFOS

La mayoria de los hetero6trofos usan compuestos organicos como fuente de energia:
HETEROTROFOS

gue son quimioorganotrofos

QUIMIOHETEROTROFOS

(Heterotrofos)

FOTOAUTOTROFOS: Usan la luz como fuente de energia y el diéxido de carbono (CO2)como fuente de
C. Este grupo incluye a: plantas, algas, cianobacterias y bacterias verdes y rojas.

LITOAUTOTROFOS: Usan compuestos quimicos inorganicos como fuente de energia y dioxido de
carbono (CO2)como fuente de C. Esta formado exclusivamente por procariotas, que pertenecen al dominio
de Bacteria o al dominio Archea.

QUIMIOHETEROTROFQOS: Usan compuestos organicos como fuente de energia y fuente de carbono (C).
Son: animales, protozoos, hongos y la mayoria de las bacterias.

Estos son los grupos principales (y los microorganismos estan presentes en todos) pero también puede hal
microorganismos de los siguientes tipos:

FOTOHETEROTROFQOS: Usan la luz como fuente de energia y los compuestos organicos como fuente de
carbono (C) (no necesitan CO2). Pertenecen a este grupo algunas bacterias rojas.

LITOHETEROTROFOS: Usan como fuente de energia compuestos quimicos inorgéanicos y como fuente de
carbono (C) usan comp. organicos. Muchos grupos de bacterias pertenecen a este grupo (incluso algunas
las que sintetizan el azufre (S)).

Con todos estos grupos, llegamos a la conclusién de la gran variedad metabdlica de los microorganismos, (

pueden usar cualquier fuente de energia y cualquier fuente de carbono. Esto tiene varias consecuencias, st
todo para el hombre:
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— Alli donde hay vida, hay microorganismos.

— Hay habitats exclusivos donde sélo crecen microorganismos (carentes de oxigeno, de elevada acidez, co
mucha salinidad, sin luz...)

- Los microorganismos tienen la capacidad de transformar su ambiente o habitat (transforman compuestos
los expulsan como sustancias de desecho). Ejemplo: por la aparicidn de las cianobacterias, se realizé la
fotosintesis y se liber6é oxigeno a partir del agua ——> entonces, debido a estas bacterias, la atmésfera se fu
cargando de oxigeno, lo que permitié la evolucién de otras especies que necesitaban este oxigeno.

— Van a producir sustancias como consecuencia del metabolismo que el hombre puede utilizar. Ejemplo:
industria alimenticia (fabricacién de pan), cerveza; industria farmacéutica (produccién de antibiéticos).

- Son degradadores en el ambiente, degradan la materia organica, liberando elementos que pueden ser us
por otros seres vivos. Van a producir la mineralizacion.

— Son productores primarios: transforman el diéxido de carbono en biomasa, que va a servir de alimento a
otros seres vivos. Estan en la base de la cadena alimenticia. Esto es mas importante, por ejemplo, en
ecosistemas marinos.

MECANISMO DE OBTENCION DE ENERGIA

Las moléculas poseen enlaces quimicos cuya energia puede ser utilizada por microorganismos. La manersa
usar esta energia, es mediante reacciones de oxidacién-reduccién (también denominadas REDOX).

Los microorganismos que usan la luz, la transforman en energia quimica mediante fotosintesis, por lo que
todos los organismos usan energia quimica.

- OXIDACION, consiste en la eliminacion de electrones de un &tomo o de una sustancia, pero también pue
ser la eliminacién de atomos de hidrogeno de una sustancia (H=H++e-).

— REDUCCION, ganancia de un e- o de un atomo de H.
Asi, las reacciones redox son la transferencia de electrones o de atomos de hidrégeno desde una sustancic
se oxida a otra sust. que se reduce. La sustancia que se oxida (reducida) es el dador de e- y la que se red

(oxidado) es el aceptor de electrones.

El dador de electrones va a ceder protones al aceptor de electrones en la célula ——> el dador, que esta
reducido al transferirse los electrones, se oxida y viceversa.

Al dador de electrones también se le denomina fuente de energia o fuente de electrones.

Hay un concepto: POTENCIAL REDOX: nos indica la tendencia o facilidad de un compuesto para ceder e—
y oxidarse, o para captar e- y reducirse. Se representa EOL1 y es un valor relativo medido en voltios ——>
representa el numero de voltios necesarios para arrancar un electrén de una sustancia. Es relativo, porque
mide con respecto del potencial redox del H gas.

La medida de EO1 negativa, indica que el compuesto tiene una elevada tendencia a ceder electrones y la
medida positiva, indica que tiene una elevada tendencia a captar electrones.

La forma oxidada y reducida de una sustancia se denomina par redox.
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Ejemplo: O2/H20 forma oxidada/forma reducida

H+/H2

Cada par redox tiene un valor de potencial redox, y para una serie de sustancias que participan en reaccior
metabdlicas, se van a colocar en una columna denominada torre de potencial redox ——> los pares Redox d
diferentes sustancias se colocan de menor a mayor potencial redox.

EO1=valor negativo

EO1=valor positivo

Esta colocacién nos va a permitir conocer de donde a donde se desplazan los electrones. La forma reducid
un par redox con un potencial negativo, esta en la zona superior, va a ceder electrones a la forma oxidada
otro par redox con un potencial mas positivo, situado en la zona inferior de la tabla. Asi, en las reacciones
redox, los electrones van de arriba a abajo ——> EXOTERMICAS —-> se libera energia, que va a ser usada
la célula y que va a ser tanto mayor cuanto mayor sea la diferencia de potencial redox entre el dador (arribe
el aceptor (abajo).

DADOR

fuente de energia

e— Energia biosintesis, movimiento

transporte

ACEPTOR

En la célula, las reacciones redox transcurren a través de multitud de etapas, para lo que se requieren dos
ayudas o componentes:

— Transportadores de electrones, son sustancias que actian como intermediarios entre distintas etapas y g
llevan electrones de una sustancia a otra. Estos transportadores, a su vez, pueden ser de diferentes tipos:

— SOLUBLES: que estan en el citoplasma de la célula. Los dos principales son el NAD+
(micotinamidaadenin dinucleétido) y el NADP+ (micotinamidaadenin dinucledtido fosfato). Son mas
comunes en la forma oxidada (NAD+ y NADP+).

En realidad, son transportadores de Hidrogeno (H).

NADPH

NADP+ + 2(H+ + e-) ————- > NADPH + H+

NADPH2

NADH

NAD+ + 2(H+ + e-) —————- > NADH + H+

NADH2

35



Soélo coge un electrén para neutralizar la carga, y un H+ + e— ——> H, el otro H+ queda libre en el medio. Asi
los pares redox son:

NAD+ / NADH + H+ Tienen el mismo EO1
NADP+ / NADPH + H+ E01=-0,325

Este potencial le permite tanto tomar electrones y reducirse, como donar electrones y oxidarse ——> por eso
transportador. La diferencia es que NAD+ /NADH + H+ actla en el catabolismo y NADP+ / NADPH + H+
en anabolismo.

— UNIDOS A LA MEMBRANA: con una serie de sustancias incluidas en una membrana y que actdan de
manera secuencial, captando y cediendo electrones o atomos de H. Forman lo que se denomina Cadena
transportadora de electrones o CADENA RESPIRATORIA (c. t. electrones).

— Compuestos de alta energia, también son sustancias que actian de intermediarias, llevando la energia q
se libera en las reacciones redox al punto de la célula donde se va a utilizar (biosintesis, movimiento,
transporte...). Normalmente, tienen enlaces fosfato de tipo éster o de tipo anhidro, siendo el compuesto ma
comun el ATP (adenin-trifosfato). EI ATP es considerado como la moneda energética en todas las reaccior
celulares.

A-P-P-P
enlaces éster

Los dos ultimos enlaces son de una elevada energia, por tanto, al romperse se libera gran cantidad de ene
que se usa para realizar un trabajo.

Hay dos procedimientos o formas de sintetizar ATP durante el catabolismo:

- FOSFORILACION a nivel de sustrato: transcurre a través de una reaccion de una etapa y esta catalizado
por una enzima.

- FOSFORILACION OXIDATIVA: interviene una cadena de transporte de electrones y se lleva a cabo por
un procedimiento que se considera Quimiosmatico.

Rutas Metabdlicas en MICROORGANISMOS

Las rutas metabolicas son los diferentes pasos del metabolismo para obtener energia. Existen diferentes ru
metabdlicas:

1.- Basadas en la oxidacion de un compuesto organico para obtener energia (METABOLISMO
QUIMIOORGANOTROFO). Hay diferentes rutas metabdlicas, pero en todas ellas hay una sustancia
organica (fuente de electrones) que se oxida ——> los electrones van a parar a un aceptor de electrones. Se
como sea el aceptor de estos electrones puede haber diferentes rutas para la oxidacién de compuestos
organicos:

— Aceptor de electrones EXOGENO (tomado del medio externo) ——> la ruta metabdlica es la respiracion2.

- Aceptor de electrones ENDOGENO (aceptor presente en la célula y generado durante la oxidacion de la
fuete de energia ——> organico). La ruta metabdlica es la fermentaciéonl.
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RESPIRACION: si el aceptor es O2 es aerobia2.1, pero si el aceptor no es el O2 () la respiracion es
anaerobia2.2.

FERMENTACION1: es una ruta de obtencion de energia mediante la oxidacién parcial de un compuesto
organico (fuente de energia). El aceptor de electrones es un compuesto organico enddgeno, formado durar
la oxidacion del propio comp. organico. Debido a que es una oxidacion parcial, se libera poca energia (pocc
ATP). Ademas, parte de la energia del sustrato organico, permanece todavia en los productos de la
fermentacion.

Otras caracteristicas de esta ruta metabdlica son las siguientes:

- la fermentacidn no necesita oxigeno

- el ATP se sintetiza mediante fosforilacion a nivel de sustrato

— es una ruta tipica de bacterias, aunque también es llevada a cabo por algunas levaduras.

— el compuesto organico mas frecuentemente oxidado es la glucosa, pero hay muchos otros compuestos
organicos que pueden ser fermentados por bacterias.

- al final del proceso, se forman diferentes productos de fermentacién, algunos de los cuales tienen un valc
comercial (es el caso del vino, diferentes alcoholes, pan,...)

- tanto el sustrato organico como los productos de fermentacién, tienen caracter taxonémico ——> lo que
ayuda a reconocer y clasificar bacterias

La ruta mas comun de fermentacién de glucosa es la conocida GLUCOLISIS, gue transcurre en 3 grandes
etapas:

1. Activacion de la molécula de glucosa para poder ser oxidada. Requiere gasto de ATP (todavia no hay
reaccion de oxidacion).

2. Reacciones de oxidacion, donde se forma ATP y NAD ——> NADH+ + H+

3. Se forman los productos de oxidacién, mediante la reduccion del aceptor final de electrones.
Glucosa

ATP

ADP

Glucosa 6 fosfato

Fructosa 6 fosfato

ATP

ADP

Fructosa 1,6 difosfato (12 FASE)
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dihidroxiacetona fosfato Gliceraldehido—3—fosfato
NAD+

Pi

NADH+ + H+

(2) Ac. 1,3 difosfoglicérico
ADP

ATP

(2) Ac. 3 fosfoglicérico

(2) Ac. 2 fosfoglicérico
H20

(2) Fosfoenol pirtvico
ADP

ATP

(2) PRUVICO (22 FASE)

El balance total de la reaccién es el siguiente (en las dos primeras etapas):

Glucosa ——————————- > 2 Piraivico
2 ADP + 2 Pi —————————— > 2 ATP (balance energético)
2 NAD+ —————————— > 2 NADH + H+

En la célula, hay una cantidad fija y limitada de NAD+, por lo que, si continuara la glucolisis de manera
indefinida, acabariamos gastando el NAD+ ——> necesitamos mecanismos de regeneracion de NAD+, que ¢
lo que ocurre en la 32 etapa.

Los electrones del NADH + H van a ir al aceptor de electrones y se formaran los productos de la
fermentacion.

2 NADH+ + H ACEPTOR de electrones

(32 FASE)

2 NAD+ Productos de fermentacion

Segun sea el aceptor final de electrones, habra diferentes tipos de fermentacion:

— Molécula de piravico, es el caso mas sencillo. (Fermentacién Homolactica)
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lactico deshidrogenasa

Glucosa ————————— > 2 Pirdvico ——— - - - - > Ac. lactico
NADH + H+ NAD+

Realizan esta fermentacion, organismos como el Lactobacillus que intervienen en la fabricacién de yogures
otros productos lacteos.

- Fermentacion alcohdlica, el pirdvico no actla como primer aceptor de electrones.
NAD+

CO2 NADH + H+

Pirdvico ——————-———- —-———> Acetaldehido - ————————= > Etanol
piravico alcohol
descarboxilasa deshidrogenasa

En la fermentacién del vino, lo que importa realmente es el etanol, pero en la fermentaciéon del pan es el
diéxido de carbono lo que realmente interesa. De este tipo de fermentacion se encarga el género

Sacharomyces.

- Fermentacién acido—mixta, es la realizada por_a Escherichia coli. Da lugar a acido suramico, etanol,
acido lactico y acido acético.

- Fermentacién butanodioica, realizada por la Enterobacter. Da lugar a butanodiol, etanol, 4cido lactico y
acido férmico.

- Fermentacién acetona—propanol, realizada por la bacteria Clostridium. Da lugar a acetona, butanol,
butirico e isopranol.

— Fermenacién propiobnica, realizada par Propionobacterium. Da lugar al propanoico, acido lactico. Es la
responsable de la fabricacién de los quesos.

Todos estos productos que se obtienen de la fermentacion, son considerados como desecho por las bacter
en cambio, nosotros los usamos para multitud de actividades.

Pero la glucosa no es la Gnica molécula usada para la fermentacién, aunque no cabe duda de que es la mé
usual.

- Ruta de la FOSFOCITOLASA=FERM. HETEROLACTICA, ademas de &cido lactico se producen
también etanol y didxido de carbono.

— Ruta de Etner—-Doudoroff, exclusiva de bacterias.
Glucosa

Glucosa—-6—-fosfato
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Ac. 6 fosfoglicérico

Ac. 2 ceto-3 desoxi—6—fosfogluconico

Gliceraldehido 3 fosfato Pirtvico

RESPIRACION AEROBIA2.1: Caracteristicas generales:

- se trata de una ruta metabdlica de obtencidn de energia por la oxidacion total de un compuesto organico
(fuente de energia).

— se libera diéxido de carbono

- se forma ATP mediante fosforilacion a nivel de sustrato y mediante fosforilacion por cadena transportadol
de electrones

— el aceptor final de electrones es el oxigeno

- la cantidad de ATP liberado es elevada (por tratarse de una oxidacion total), sobre todo si se compara co
cantidad de ATP obtenida por fermentacion.

oxidacion**

GLUCOSA —————- ————————= -—>C02
ATP

** En la oxidacion, la glucosa, en el proceso de glucdlisis forma dos moléculas de pirtvico con la formacion
de ATP por fosforilacién a nivel de sustrato y 2 NADH + H+.

2 ATP

GLUCOSA ————- ——————— —> 2 pirdvico

2 NAD+
2 NADH + H+

En presencia de oxigeno, el pirvico es oxidado totalmente a diéxido de carbono ——> CICLO DE
KREBS=CICLO DEL ACIDO CITRICO. Antes de entrar en este ciclo, el pirvico pierde un didxido de
carbono y se oxida a acetil-CoA, gue es la que se condensa con una molécula de oxalacético para formar
acido citrico, y tras una serie de reacciones (que forman el ciclo de Krebs) se vuelve a regenerar el oxalacé
y los compuestos que estaban en la coenzima A (CoA) se liberan en forma de diéxido de carbono.

2C02

2 pirGvico —— ——————— ——————————=> 2 acetil-CoA
2NAD+

2NADH + H+
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OXALACETICOciclo de krebsACIDO CITRICO

CO2

Del ciclo de Krebs es importante saber lo siguiente:

— por cada acetil-CoA se producen 2C0O2

- los e- y H+ del acetil-CoA van a reducir el 3 NAD+ ————- > 3 NADH + H+y el FAD ————— > FADH2
- por fosforilacién a nivel de sustrato, se produce una molécula de GTP que formara ATP.

Al final de la respiracion aerobia, tenemos que la glucosa se ha oxidado completamente en seis moléculas
diéxido de carbono:

Glucosa ~——————————— > 6 CO2
10 NAD+ —————————— > 10 NADH + H+

2 FAD+ —————————— > 2 FADH2

4 ADP + Pi ———————— > 4 ATP** (fosforilacion a nivel de sustrato)

** 2 por glucdlisis y otros 2 procedentes del ciclo de krebs

Las moléculas FADH2 y NADH2 son transportadoras de electrones reducidos, y van a ceder sus electrones
una cadena transportadora de electrones ——> es ahi donde tiene lugar la sintesis de ATP por fosforilacion
oxidativa, y al final los electrones van a parar al oxigeno para formar H20.

CADENA TRANSPORTADORA DE ELECTRONES: son moléculas que estan siempre en una membrana
(que les hace de soporte). En procariotas es la membrana plasmatica, y en eucariotas la membrana
interna de las mitocondrias.

Las moléculas que forman la cadena transportadora de electrones son transportadoras de electrones (cede
electrones y los captan de nuevo). Entre las mol. transportadoras hay:

- PROTEINAS: - NAD+ deshidrogenasa

- flavoproteinas

— citocromos

— proteinas en azufre

— QUINONAS: son bastante mas liposolubles

Estos transportadores pueden transportan electrones Unicamente o H+ y electrones. La funcién de la cader
transportadora de electrones es doble:

- Regeneracién de NAD+

— Sintesis de ATP
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Las moléculas que forman la cadena, se ordenan en orden a sus potenciales redox, de mas negativo a ma:
positivo ——> tiene lugar en ella el transporte de electrones en reacciones de oxidorreduccién. El ATP se fori
por fosfarilacion oxidativa (procesos quimiosmaticos).

membrana plasmatica

electrones

H+

NADH+ + H+

NAD+

H+

02

HO2

ADP + Pi

H+

ATP

Los electrones que se introducen en la cadena, son de NADH + H+ y también los H+. Los electrones son
transportados por los transportadores hasta el aceptor final, O2, para formar agua. En esta cadena de

electrones hay momentos en que se bombean hidrégenos (H+) al exterior de la célula.

Cuando el oxigeno recibe los electrones, éstos se combinan con los H+ para formar agua. Estos H+ proviel
de la disociacion de moléculas de agua que estaran en el citoplasma. Asi, hay un gran incremento de grupc
OH-y una baja [H+].

H20 H+ + 1/2 02

electrones

alta [OH-] H20

baja [H+]

Este hecho tiene como consecuencia que a través de la membrana se produzca un gradiente de pH acido ¢
exterior, y alcalino en el interior. Todo esto provoca que la membrana, por el lado interno, sea menory en e
exterior sea mas gruesa. Se provoca un gradiente de potencial de eléctrico a través de la membrana.

La existencia de un gradiente de pH y potencial eléctrico, tiene como consecuencia que en la membrana se
produce una fuerza ——> llamada fuerza motriz de protones. La membrana tiene almacenada gran cantidad
de electrones que pueden ser usados para realizar un trabajo en cualquier instante que se necesite: puede

para sintesis de ATP o para transporte activo a través de la propia membrana.

La sintesis de ATP se produce de la siguiente forma: la fuerza motriz se usa para crear ATP ——> la enzima
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ATP-sintetasa (integral de membrana) tiene en su interior un canal que permite la entrada de H+ de regres
citoplasma. Cuando los H+ entran en el citoplasma, se disipa la fuerza protébn—motriz y la energia es usada
para sintetizar ATP a partir de ADP + Pi.

Por cada NADH + H+ que se reoxida a NAD+ se forman 3 moléculas de ATP.

NADH + H

3 ATP (en el mejor de los casos)

NAD

Balance energético de la respiracion:

Glucosa —— ——————— —————————=> 2 pirQvico + 2 ATP + 2NADH2
CO2
2 pirGvico —— ——————— ——————=> 2 Acetil-CoA + 2 NADH2

ciclo de Krebs

2 Acetil-CoA —— - - - - - - >4 C0O2+2ATP + 6 NADH2 + 2 FADH

4 ATP + 10 NADH2 + 2 FADH

30 ATP 4 ATP

38 ATP’s

Asi, es mucho mas eficaz que la fermentacion:

resp. aerobia

Glucosa —— - - - -——> CO0O2 38 ATP

Glucosa —— - - - ———> ETANOL + CO2 2 ATP

fermentacion

Todo esto lo habia observado Pasteur cuando estudiaba como mejorar la produccién de etanol en la
fermentacion del vino (provocada por Sacharomyces cerevisiae) ——> se conoce como efecto Pasteur. Past
pens6 que al aumentar la cantidad de oxigeno, se produciria una mayor cantidad de etanol, pero pasé todo
contrario, ya que obtuvo diéxido de carbono (sin etanol) y ademas. Sacharomyces cerevisiae crecia
muchisimo (aumentaba su biomasa). Esto se debié a que habia provocado un cambio en el metabolismo —
habia pasado de metabolismo fermentativo (produccion de etanol y poco ATP) a un metabolismo respirator
mucho mas eficaz (produccion de mucho ATP) que hacia que las células crecieran mucho mas rapido. (Cal
destacar que Pasteur pudo estudiar este hecho porque el microorganismo en cuestién es de fermentacién
facultativa, puede hacer las dos cosas, dependiendo de la presencia de oxigeno o no).

RESPIRACION ANAEROBIAZ.2: ruta metabdlica de obtencion de energia por la oxidacion de un
compuesto organico (dador de electrones=fuente de energia), en la que el aceptor final de electrones no es
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oxigeno. Este aceptor es un compuesto oxidado, que puede ser una sustancia inorganica o un comp. orgar
Es exclusiva de procariotas.

Ocurre de la siguiente manera:

oxidacion total

comp. organicos ——————————- ————> CO02
e—; H+
NAD+ NADH + H+

actiia como ttador de e—

ATP <—————- cadena transportadora de electrones

fosfor. e—

oxidativa aceptor aceptor

oxidado reducido

Existen diferentes aceptores de electrones que van a ser usados por distintas bacterias:
Eo -0,3 CH3-COO (acept. red.) respiracién con carbono, bacterias
CO2 (acept. oxidado) homoacetogénicas

-0,27 HS- respiracién con azufre

SO

—-0,25 CH4 respiracion con carbono, arqueas

CO2 metanogénicas

HS- respiracién con sulfatos, sulfato

S0O42- reductasas

0 Succinato respiracion con fumarato

Fumarato

+0,4 NO2-, N2 respiracién con nitrato,

NO3- desnitrificacion

+0,75 Fe2+ respiracion con hierro
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Fe3+
+0,82 H20 respiracién aerobia
02

Los electrones van a ir desde el NADH al aceptor, donde se libera energia que sera tanto mayor cuanto ma
sea la diferencia de potencial entre el NADH y el aceptor. Por ese motivo, si se usan nitratos, se libera mas
energia que con SO42-.

Eo -0,32 NAD + H+ E'<E
energia energia' 0,25
+0,4 NO3- SO42-

Esto se debe a que la constante es mayor en unas células que en otras. Ademas, se ve que la respiraciéon
aerobia desprende mas energia que cualquier otra ruta metabdlica.

Existen diferentes tipos de bacterias:

- BACTERIAS ANAEROBIAS ESTRICTAS.: el aceptor de electrones es obligatoriamente distinto del
oxigeno. La presencia de oxigeno mata a esta clase de bacterias, por lo que viven en ambientes
completamente andxicos (sin O2). Ejemplo: bacterias reductoras cuyo aceptor es el SO42-.

- BACTERIAS ANAEROBIAS FACULTATIVAS: si hay oxigeno realizan la respiracion aerobia, pero en
ausencia de este usan NO3- (resp. anaerobia). Pueden vivir perfectamente en ambientes 6xicos y andxico.

Antes de acabar con la respiracién anaerobia es importante aclarar dos conceptos:

- DESULFURACION / DESNITRIFICACION: muchas plantas y microorganismos utilizan directamente
como fuente de Sy N, para crecer, SO42-y NO3-; ya que son capaces de reducir a nivel sustrato compue
organicos que entran en la célula ——> la llamada reduccion asimilativa.

Pero bacterias anaerobias (resp. anaerobia) van a reducir los SO42—————— >SH2 y NO3——————- >NO2-
—————— > N2 gas. Tanto SH2 como N2 son mas volatiles, por tanto, escapan del habitat de la respiracion
anaerobia y pueden llegar a la atmdsfera, por lo que el ambiente donde viven las bacterias se empobrece c
NO3-y S0O42-, que ya no pueden ser ingeridos por las plantas ——> es un importante problema para algun
ambientes, como los terrenos que cultivo ——> es la llamada reduccién desasimilativa.

2.- METABOLISMO QUIMIOLITOTROFO. Proceso de obtencion de energia mediante la oxidacion de

un compuesto quimico inorganico que esta reducido y que las bacterias no van a tomar del ambiente. Es
exclusivo de procariotas, principalmente de microorganismos del reino Bacterias, aunque cada vez se cono
mas archeas que también lo hacen. En esta ruta, el dador de electrones (compuesto inorganico) reducido p
ser:

-H2 ————————— > se oxida a H20. bacterias del hidrégeno

- SH2, S0, S2032—- ————————— > oxidado a SO42-. bacterias del azufre=bacterias no coloreadas del
azufre (sin clorofila)

— NH3 o NH42+ dependiendo del pH ————————- > NO3- bacterias nitrificantes,
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-NO3- ————————~ > NO2- aunque una reduce sélo

una cosa, viven juntas

- Fe2+ ——————— > Fe3+. bacterias del hierro

El aceptor final de electrones puede ser:

- 02, la mayoria de las veces. BACT. QUIMIOLITOTROFAS AEROBIAS

— compuesto diferente de 02 ——> NO3-. BACT. QUIMIOLITO. ANAEROBIAS

Estas bacterias litotrofas, son también (en la mayoria de los casos) autétrofas ——> LITOAUTOTROFAS: so
capaces de realizar la fijacion del diéxido de carbono. Son capaces de usar la energia de la oxidacién de ur
compuesto quimico inorganico, para reducir el CO2 a compuesto organico. (antes se pensaba que sélo lo

hacian las plantas).

oxidacion

comp. quimico inorg. reducido - - - - > C. (. ing. oxidado

ATP

CO2 — ————————— ————————> (CH20)n
reducciéon comp. organico

Esta fijacion del diéxido de carbono (que se reduce a un compuesto organico por la accién de ATP) se
produce a través de una serie de reacciones quimicas ——> es el denominado CICLO DE
CALVIN-BENSON. Para esta reduccion, necesitamos un compuesto reductor que dé los electrones y los H
——> NADPH + H+ (reaccién de biosintesis).

- Sintesis de ATP: se produce por fosforilacion oxidativa, en la que participa una cadena transportadora de
electrones. Es un mecanismo quimiosmotico ——> durante el transporte de electrones, se genera una diferel
de potencial a través de la membrana y un gradiente de pH. Esto provoca que la membrana tenga un estad
energético (fuerza protdn motriz), que va a crear ATP por accion de la ATP-sintetasa.

ATP-sintetasa

ADP+Pi - - - - > ATP
oxidacion

CQI reducido —— - - —> CQI oxidado
electrones

NADP+ NADPH + H+

electrones

ADP + Pi
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ATP e membrana

02

aerobias

H20

NO3-

anaerobias

NO2-

— Sintesis de NADPH + H+: se forma por reduccién del NADP+ en la que el dador de electrones es
normalmente el mismo compuesto quimico inorganico, que es utilizado también como fuente de energia ——
tomado del ambiente reducido.

También pueden usar como dadores de electrones: H2, SH2, NH3, SO2-.

Hay diferentes formas de que los electrones lleguen al aceptor (NADP+), dependiendo de quien sea el dad
El NADP+ tiene un potencial Eo'=—-0,32, por lo que si el dador tiene un potencial redox mas negativo, el pas
de electrones va a ser directo. S6lo se necesita una enzima que catalice la reaccion, la hidrogenasa.

En cambio, si el dador tiene un potencial redox mas positivo que el NADP+(ejemplo: H2S, Eo'=-0,22v). Ha
gue enviar electrones de una sustancia a otra de contracorriente ——> hay que usar energia, se produce un
inverso de electrones mediante un proceso en el que también participa una constante, pero ahora funciona
sentido contrario.

Ejemplo de bacteria quimiolitétrofa: Thiobacillus ferroxidens, que pertenece al grupo de bacterias no
coloreadas del azufre. Obtiene energia por la oxidacién de compuestos de azufre, tales como SH2, SO,
S2032-, Fe2+. Es generalmente aerobia, por lo que usa el oxigeno como aceptor de electrones en la
oxidacion.

Si usa:

SH2 + 202 —————-—-—- ———> 5042+ + 2H+

ATP

esta bacteria, cuando crece, va a provocar acidificacion del medio (puede llegar a pH=1 y seguir viviendo e
ese medio ——> es una bacteria aciddfila).

Para sintetizar ATP usa una cte:
02
FP (flavoprot.) ——> Q (quinona) ——> cit b ——> cit ¢ ——> citaa3 ——>

H20
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Cuando usa SH2, éste cede electrones a nivel de la FP. Si la fuente de energia fuera S0, S2032-, los
electrones entrarian a nivel del citocromo c.

Para reducir NADP+ ——> NADPH + H+. Los electrones vienen de la cadena transportadora de electrones, ¢
FP (también del SH2 o del cit ¢ a contracorriente). Se usa directamente la fuerza protén motriz de la
membrana.

Asi, tiene un metabolismo poco rentable. De la oxidacion del H2S se obtiene muy poca energia (aunque se
obtiene méas que con otros compuestos). Ademas, parte de la energia debe usarse para obtener poder redt
para la fijacién de didxido de carbono. No obstante, no desaparece porque oxida muchas cantidades de
sustrato (aunque crece poco).

Esta bacteria es capaz de vivir en ambientes donde no crecen otros seres vivos: pH=1, sin materia organic:
sin luz, s6lo necesita H2S. Crece muy bien en el fondo del mar a mucha profundidad, sin luz, ni mat. organi
usando sélo H2S que se libera en las fuentes termales de origen volcanico.

3.- METABOLISMO FOTOTROFO. Consiste en rutas metabdlicas de obtencién de energia a partir de
energia luminosa.

Se transforma E luminosa ——————————- > E quimica (en forma de ATP)

Este proceso se lleva a cabo mediante la FOTOFOSFORILACION. La mayoria de los organismos que
realizan este metabolismo son autétrofos, por lo que usan la energia de la luz para reducir el CO2 a
compuestos organicos (fijando CO2) ——> son organismos fotoautétrofos (FOTOSINTESIS).

La fotosintesis se puede separar en dos grupos de reacciones bien diferenciadas:

- R. luminicas, dependen de la luz y en ellas se transforma la E luminica en ATP.

- R. oscuras, puede ocurrir en ausencia de luz solar. Es cuando tiene lugar la fijaciéon o reduccion de CO2,
gue ocurre con gasto de ATP de las reacciones luminicas.

NADPH + H+ CO2

reacciones —————-— > ATP - - ——> reacciones
luminicas oscuras (COH)n

Para la reduccién del CO2 es necesario también un compuesto reductor, que sera aportado por el NADPH
H+, que se forma por NADP+ que se ha reducido. El dador de electrones que provoca la reduccién de NAD
——> NADPH es el agua, que da electrones por medio de un proceso conocido como FOTOLISIS, que
requiere la energia de la luz y en la que se libera O2. Se llama por tanto, fotosintesis oxigénica y la realizan
las plantas, algas y cianobacterias.

Otro dador de electrones puede ser SH2, S0, S2032-, H2, que son compuestos organicos ——> no se libere
por lo que se denomina fotosintesis anoxigénica, y es realizada por bacterias verdes y rojas.

FOTOSINTESIS ANOXIGENICA: El primer aceptor de electrones es la bacteriofecfitina, que no es mas
gue una bacterioclorofila a la que le falta el atomo de Mg.

La BF cede el electrén a una cadena de transporte de electrones con quinonas, complejo citocromo bl
(citocromos), hasta que al final, vuelve a la bacterioclorofila de donde habia partido. Por ello el proceso es

48



ciclico.

Durante el transporte de electrones se genera una fuerza protdn motriz, a través de la membrana fotosintét
la energia de esta fuerza se usa para formar ATP (flujo de electrones ciclico).

Reduccién de NADP+, la formacién de NADPH depende de la molécula dadora de electrones. El dador es
siempre H2, SH2, u otros compuestos organicos.

Si el dador tiene un potencial redox mas negativo que el NADP+ el método es directo.
HIDROGENASA

H2 ———-—-—-——————————-—> NADP+

(-0,12v) electrones (0,32v)

Si el dador de electrones tiene un potencial redox menos negativo que el NADP+, la cesién de electrones s
realiza por medio de un flujo inverso de electrones, que requiere un aporte/suministro de energia. Es el cas
de SH2, y compuestos croanicos (en estos casos, los electrones son llevados por mecanismos en contra d
gradiente electroquimico).

FOTOSINTESIS OXIGENICA: Realizada por plantas, algas y cianobacterias. En ella, se obtiene energia a
través de la luz, por la accion de dos fotosistemas que gastan dos fotones. El dador de electrones es el agL
que es el encargado de ceder los electrones necesarios para convertir el NADP+ ——> NADPH. Este proces
genera ATP por fosforilacion aciclica.

dos fotones

electrones

NADP+

H20 ———————————————>

NADPH + H+
ATP

El agua se hidroliza por fotélisis, liberando O2 como producto de desecho. El flujo de electrones sigue un
esquema que tiene la forma de z invertida, por ello, al flujo de electrones se le denomina z.

Hemos dicho que participan dos fotosistemas:

— FOTOSISTEMA II (FSII): clorofila con un maximo de absorcién de 620nm.
Por ello se le denomina FS620.

— FOTOSISTEMA | (FSD): clorofila con un maximo de 700nm.

Se llama FS700.

En primer lugar actda el FSIlI, con un potencial redox muy positivo (Eo>1). Este FSII, es capaz de captar
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electrones del O2 cuando la clorofila es excitada por un fotdn. Tiene lugar entonces, la fotolisis del agua. E:
molécula de clorofila, se transforma en un potente reductor (Eo=-0,2) y cedera el primer electrén a la feopti
(clorofilaA sin Mg) y ésta a su vez, lo cedera a una cadena de transporte de electrones en la que participan
plastoquinona, citb, citf que es la plastocianina (proteina mas clorofila). De esta forma, los electrones van a
clorofila del FSI.

Esta clorofila habia tomado un fotén y se habia convertido en un potente reductor, con Eo negativo, por lo
tanto no hace falta que ceda el electrén a un aceptor, es por tanto, una clorofila modificada.

La clorofila cede los electrones a la Ferredoxina (S y Fe) que cedera, mas tarde, los electrones al NADP pa
poder formar NADPH + H+.

Durante el transporte de electrones, se forma ATP por fotofosforilacién no ciclica (aciclica).
Anabolismo

Es la biosintesis de componentes celulares. Esta formado por diferentes rutas anabdlicas que requieren en
(almacenada en forma de ATP por el catabolismo). Entre los componentes de las células, se encuentra
mayoritariamente el agua, monémeros como los aa que forman proteinas, azlcares que daran lugar a
polisacaridos, nucleétidos que daran lugar al acido nucleico.

En el catabolismo, ademas, se formaban moléculas sencillas que sirven de base de sintesis de component
celulares. Estas moléculas sencillas se llaman compuestos intermediarios clave y son 12: Glucosa-1-P,
Glucosa-5-P, Ribosa-5-P, Entrosa-5-P, PEP, Piruvico, 3—PGlicérico, d—ceteglitarata, succinil-Co-A,
oxalacético, DHAP, Acetil-Co-A.

Estos componentes pueden venir de organismos hetero6trofos o de la fijacion de diéxido de carbono, y van :
dar mondémeros (por polimerizacion va a dar mocromoléculas, diferentes polimeros ——> elementos
estructurales o funcionales (enzimas)).

aa —————————- > proteinas ——————————- > enzimas, ribosomas y membrana
carbohidratos —————————— > polisacaridos ——————————- > pared celular
acidos grasos —————————- > lipidos —————————- > membrana

nucleétidos ———————- > ADN (cromosomas), ARN —————————- > ribosomas

BIOSINTESIS DE MACROMOLECULAS

Vamos a ver la sintesis general de:

— ADN, ARN y proteinas.

— pared celular de bacterias (en concreto del peptidoglicano).

SINTESIS DE ADN=REPLICACION, es la polimerizacion de desoxirribonucleétidos que forman el ADN.
SINTESIS DE ARN=TRANSCRIPCION, polimerizacion de ribonucleétidos que forman ARN.

SINTESIS DE PROTEINAS=TRADUCCION, polimerizacién de aa para dar las proteinas.
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Tanto el ADN como el ARN se les llama moléculas informacionales —> contienen informacion para las
actividades de la célula.

Las proteinas se denominan EFECTORAS cuando actlian como enzimas que llevan a cabo las actividades
celulares, ademas son estructurales porque forman parte de estructuras de la célula. Asi, la informacion va
desde ADN ——> proteinas. El ARN actia como molécula intermediaria de paso de informacion de ADN a la
proteinas => Dogma central de la biologia molecular. Sirve para todos los organismos, menos para los
retrovirus ——> no pueden usar ADN, usan moléculas de ARN para sintetizar proteinas.

El objetivo de REPLICACION=Sintesis de ADN es asegurar que la informacién contenida en la molécula
de ADN se mantenga intacta a través de diferentes generaciones celulares y que finalmente esta informaci
es expresada en las proteinas.

En bacterias se presenta como cromosoma bacteriano y también puede formar los plasmidos.

En cualquier caso, el ADN es una molécula formada por dos cadenas de polinucleétidos que en el caso de
bacterias forma un circulo cerrado, y tiene estructura helicoidal. Las cadenas de polinucle6tidos estan
formadas por la agrupacion de desoxirribonucleétidos, cada uno de los cuales tiene una molécula de
desoxirribosa unida a una base nitrogenada. Las moléculas de polinucleétidos se unen entre si por enlaces
fosfodiester.

Hay 4 bases puricas:

- Adenina y Guanina ——> puricas

- Timina y Citosina ——> pirimidinicas

Las cadenas de polinucleétidos son complementarias: donde hay una T hay una A (Idem con C y con G). E
estructura va a permitir almacenar la informacion genética, ordenada en la secuencia de bases nitrogenada
Ademas, el hecho de que las dos cadenas sean complementarias, va a hacer que durante la replicacion ca
cadena sirve de molde para las sintesis de la cadena complementaria ——> va a permitir mantener la
informacién genética a la descendencia.

La replicacién comienza en un punto llamado origen de replicacién, en el que se separan las dos cadenas ¢
ADN por la accién de un enzima llamada Helicasa. A continuacion, hay otro enzima que es la ADN
polimerasa, que cataboliza la polimerizacién de los nucle6tidos tomando como molde una de las cadenas d
ADN, que son complementarias a las que ya habia.

El proceso continlia en ambas direcciones, y se forman dos moléculas de ADN: una cadena antigua y otra
nueva sintesis ——> SEMICONSERVACION.

La TRANSCRIPCION consiste en la sintesis de ARN, tomando como base una cadena de ADN. Existen tre
tipos diferentes de ARN en la célula:

— ARNm, contiene informacién para la sintesis de una cadena polipeptidica.
— ARNr, forma parte de los ribosomas, que es la estructura donde se lleva a cabo la sintesis de proteinas.
— ARNH, lleva los aa activados al lugar de la sintesis de proteinas.

El ARN es un polinucledtido con ribosa mas bases nitrogenadas, que pueden ser A, U, G, C. Es
monocatenario, a excepcion de algin virus. En la transcripcién actia la ARN-polimerasa, que es la que
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cataboliza la polimerizacion de nucleétidos, usando de molde una cadena de ADN. La ARN-polimerasa se
une al ADN en una region gue se llama PROMOTOR, que precede a un gen. La cadena que se transcribe ¢
ese proceso es aquella en que tiene delante un promotor.

En la TRADUCCION participan:

— ARNm, determina la secuencia de aa en la proteina. Esta secuencia esta determinada para que a 3 base
ARN (CODON) le corresponda un aa determinado en la proteina.

- Ribosomas, estructuras con ARN y proteinas, que son los que catalizan la unién entre aminoacidos.
— ARN, lleva el aa al ribosoma.

- Factores proteicos.

— Aporte de energia en forma de GTP.

bIOSINTESIS DE PEPTIDOGLICANO, macromolécula que forma parte de la pared celular de bacterias.
Es tipicamente bacteriano.

Casi todas las bacterias poseen pared celular, que es una estructura rigida que proporciona o da la forma ¢
célula, limita y separa la célula del medio externo. Hay dos clases de pared celular, dependiendo de como |
bacteria reacciona frente a la tincion de Gram.

- Gram + ——> |las bacterias tienen alrededor una capa gruesa de polisacaridos (peptidoglicano).

- Gram - ——> capa fina de peptidoglicano y por fuera hay otra de lipopolisacaridos (unidad de membrana
——> membrana externa).

El peptidoglicano tiene una estructura 3D en forma de saco, formado por cadenas de un polisacarido en los
cuales alternan moléculas de NAG (N-acetilglucosamina, G) y NAM (N-acetilmuramico, M). Estas dos
moléculas se unen entre si por enlace glucosidico.

A veces, a las moléculas de NAM se les une un péptido con 4 aa (tetrapéptido): L-ala — D—glu —DAP
(diaminopimélico) y D—ala. En Gram + cambia la DAP por L-Lys.

G- M-G-M-G-M-G-M
L —ala

enlace glucosidico

D-glu
DAP
D - ala

En una molécula de peptidoglicano hay mas moléculas de polisacaridos unidas entre si, por puentes peptic
gue se producen entre péptidos de diferentes cadenas.
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Se unen en Gram - el grupo amino del DAP de una cadenay el grupo carboxilo de la D—ala de otra cadene
(por eso se llama puente peptidico, porque une dos péptidos).

En Stafilococus aureus el puente se establece a través de otro péptido y una pentaglicina (5 Gli). En este ci
el puente se forma entre el grupo amino de D—-Ala y el grupo carboxilo de la 12 Gli y, por el otro lado, el
ultimo grupo amino de Gli con el grupo carboxilo de la D—alanina.

Las etapas de la biosintesis son:

iNterior: 1. Sintesis de los azUcares precursores a partir de glucosa.

2. Activacion de los azucares.

3. Unidn de los aa a la molécula NAM.

4. Unién de una molécula transportadora: bactoprenol.

5. Unién de NAG.

6. Transporte a través de la membrana.

eXterior: 7. Formacion de cadena de polisacaridos.

8. Formacion de los puentes peptidicos.

1.- Glucosa va a dar azlcares. Se transforma en:

Glucosa ~———————- > NAG ————————— > NAM

Va a haber polimerizacién, pero antes hay una 2.— activacion de azicares por la union de NAG y un
nucleétido (UTP).

NAG UDP-NAG NAM UDP-NAM
UTP Pi UTP Pi

Esta es la forma de obtener la energia necesaria para la unién de G-M -—> se rompe el enlace UDP-NAM
con esa energia se forma el enlace glucdsido.

3.— Una vez que tenemos el UDP-NAM ,se le van afiadiendo 5 aa. Uno a uno con reacciones que necesita
enzimas y ATP. Asi, se unen ——> L-ala - D—glu - L-Lys — D-ala — D-ala y la molécula se llama
UDP-NAM-pentapéptido.

4.— Se une a la molécula de Bactoprenol ——> molécula llamada bactoprenol-P—P-NAM-pentapéptido,
liberdndose un UMP.

5.— A continuacion, se une NAG ——> se forma el enlace glucosido y se vuelve a liberar UMP.

6.— Cuando el disacarido pentanopéptido esta unido al bactoprenol, éste gira y saca el disacarido pentapép
al exterior.
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Se rompe el enlace y el bactoprenol se queda con dos grupos fosfato ——> libera uno que vuelve a
bactoprenol-P listo para volver a unirse.

El disac. pentapéptido se va a unir a una cadena de peptidoglicano que se esta alargando ——> se alarga er
unidad.

7.— Formacién de puentes peptidicos entre cadenas de peptidoglicano ——> Gram -.
M-G-M-G-M

G-M-G-M-G

L-ala
D-Glu

DAP D-ala
D-ala D-ala
D-ala DAP
D-Glu
L-ala

— M —

El enlace se forma entre el grupo amino del DAP de una cadena, y el grupo carboxilo de la D—ala subtermir
de otra cadena (DAP ——> dos grupos amino libres).

La catalisis de este enlace es la transpeptidasa: se va a formar un enlace en el exterior del citoplasma, don
no hay energia en forma de ATP ——> la energia proviene de la hidrdlisis del enlace peptidico que hay entre
las dos D—ala terminales de un péptido.

Al eliminar la D—ala terminal, los péptidos se quedan 4 aminoacidos ——> al acabar la sintesis, todos los
péptidos se guedan con 4 aminoacidos, los que no intervienen en la sintesis, eliminan las ala en los péptidc
gue no intervengan.

aNtibidticos (ANTIMICROBIANOS) que inhiben la biosintesis de

macromoléculas en bacterias

SINTESIS aNTIBIOTICO
1.— Pared celular 1.— Penicilian (beta lactaminosa)
Cicloserina

Cefalosporina
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Vancomicina

Bacitracina

2.— NOVOBIOCITINA
2.- ADN

Quinonas (4c. nalidixico, no es antibi6tico)
3.— ARN 3.— Rifamicina
4.- Proteinas 4.-
50S Eritromicina y cloranfemicol
30S Streptomicina y tetracialena
ARNt Puromicina
5.- Membrana plasméatica 5.- Poliemicos
6.— Acido félico 6.— Sulfonamidas

Estas sustancias inhiben la biosintesis de células procariotas como bacterias, pero que no infectan a la
biosintesis en células eucariotas (como células animales) por eso, se usan como compuestos antimicrobiar
(muchos son antibiétiocos) en el tratamiento de enfermedades infecciosas producidas por microorganismos

Todo esto se debe a que tienen toxicidad selectiva ——> sustancias quimioterapeuticas, es decir, compuestc
guimicos usados como terapia en enfermedades. Estas sustancias pueden ser:

— Antibiéticos, son productos naturales (producidos por microorganismos) y que ademas inhiben el
crecimiento de otros microorganismos.

— Compuestos de sintesis, son mas 0 menos iguales, pero no se producen por microorganismos. Son
productos sintéticos formados durante una reaccién quimica.

Los antimicrobianos:
- son inhibidores de biosintesis de bacterias.

— tienen toxicidad selectiva debido a que enzimas o elementos que participan en la biosintesis son diferente
en bacterias que en células eucariotas.

CONTROL DE METABOLISMO

En una célula no todas las reacciones ocurren al mismo tiempo, sino que hay un control (regulacion) de las
reacciones gquimicas. Se efectla sobre las energias que catalizan las reacciones metabolicas.

Este control se puede hacer de dos maneras: controlando las acciones de enzimas o la sintesis de las pror
enzimas.

- control de la actividad: un caso muy extendido es la retroinhibicidén, que ocurre sobre todo en las rutas de
biosintesis. Lo que ocurre es que el producto final de una ruta metabdlica inhibe la activacion del 1er enzim
de la ruta (se bloquea).

— control de la biosintesis de enzima: hay que separar dos grupos de enzimas:
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— enzimas constitutivas, estan siempre presentes en la célula (se sintetizan siempre). Se necesitan siempre
porque catalizan sobre todo reacciones de obtencion de energia o de obtencién de carbono.

Ejemplo: Las enzimas de la glucaolisis, del ciclo de Krebs...
— enzimas adaptativas, sélo se sintetizan cuando son necesarias. Hay a su vez dos tipos:

* enzimas represibles: son enzimas que catalizan la biosintesis de un compuesto que puede ser, biosintesi
aa, purinas, pirimidinas... Sélo se sintetizan las enzimas si el producto esta ausente en el medio de cultivo.

Ejemplo: las enzimas que catalizan la sintesis de arginina (Arg) sélo se sintetizan si no hay Arg en el medio
——> La Arg reprime la biosintesis de las enzimas que participan en su formacion.

importante **la represion (de todas las enzimas) se realiza a nivel de la transcripcion, es decir, se evita que
se formen los ARNm que codifican para los enzimas que catalizan la biosintesis de Arg. La informacion de
transcripcién es especifica.

* enzimas inducibles: normalmente catalizan el uso de un compuesto como fuente de enzimas o/y como
fuente de carbono. Sélo se sintetizan en presencia del sustrato, es decir, si ese compuesto esta presente.

La regulacién de la sintesis de enzimas:

— REPRESIBLES: se lleva a cabo mediante represion.

- INDUCIBLES: se lleva a cabo mediante induccion.

En ambos casos participa una proteina denominada REPRESOR, esta proteina interacciona con una susta
llamada EFECTOR. En el caso de la represion, el efector=correpresor. En el caso de la induccion, el
efector=INDUCTOR.

1) Represiéon. Vamos a ver el ejemplo de represion a enzimas que participan en la biosintesis de Arg.

Si tenemos un segmento del ADN de la bacteria, con sus genes que codifican para las enzimas que particiy
en la biosintesis de Arg=genes estructurales. Anterior a estos genes en el ADN, hay un fragmento llamado
operador, anterior a éste hay otro segmento llamado promotor ——> a él se une la ARN-polimerasa que

cataliza la biosintesis del ARNm.

También esta por ahi el represor, inactivo normalmente ——> no se une al ADN, por lo que deja via libre a la
ADN-polimerasa. Esto es lo que ocurre en ausencia de Arg.

Cuando hay Arg en el medio, es cuando tiene realmente lugar la represion. El represor se une al correprest
se hace activo, se une al operador y bloguea la transcripcién de los genes estructurales. Asi, la Arg o un
derivado actian como correpresor ——> va a impedir la transcripcién de los genes que codifican para los
enzimas de la sintesis de Arg.

El operdn es un conjunto de genes que estan bajo el control del mismo operador. En el ejemplo, el operén
esta formado por el operador mas genes estructurales y seria el operador de la Arg.

2) Induccion. Es a nivel también de la transcripcién y normalmente tiene lugar para enzimas que catalizan |:
utilizacion de un producto. Se sintetizan en presencia de un sustrato.

Tenemos un represor que normalmente esta activo y, por lo tanto, se une al operador e inhibe la transcripci
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El efector (en este caso inductor) se une al represor y lo inactiva.

Ejemplo: utilizacion de lactosa que es hidrolizado por la enzima beta—-Galactosidasa —————————- > Glucos:
+ Galactosa. La enzima sélo es sintetizada en presencia de lactosa.

En ausencia de lactosa. Tenemos una secuencia de ADN con fragmentos=genes estructurales, para la
utilizacion de lactosa. Uno de estos genes es el que codifica para la beta—galactosidasa, otro para la lactos,
permeasa (captador de lactosa).

En presencia de lactosa, ésta ejerce un control mayor. La lactosa o un derivado actda como inductor y se u
al represor: el represor es inactivo (ya no se une al O) y la ARN polimerasa tiene via libre para llevar a cabc
transcripciéon de los genes estructurales.

lactosa: 1° que se descubrid. Explica como es la region de la expresion de genes en las bacterias. Descubi
por Jacob y Monod en los 50 ——> premio NOBEL.

La represion por medio de operones es exclusivo de procesos celulares eucariéticas, donde actian un may
namero de fendmenos y sustancias.

IECCION 8: Fundamentos de Genética MICROBIANA

CONCEPTOS IMPORTANTES

GENETICA, ciencia de la herencia. Estudia, por un lado el material hereditario, y por otro, los mecanismos
de transmisidn de caracteres de padres a hijos 0 a través de sucesivas generaciones. Estudia también los
mecanismos de expresion de los caracteres (del material hereditario) durante el desarrollo de los organism

Hay dos aspectos importantes a consideratr:

— Estabilidad en la transmision de caracteres a través de diversas generaciones (hijos mas o menos iguale:
padres).

- Variabilidad genética, que permite la evolucién de las especies. Podemos definir evolucién, como la
consecuencia de la acumulacion de cambios en el material genético de una poblacion.

El material genético es el ADN, que debe permitir tanto la estabilidad como la variabilidad:

- la estabilidad se consigue en el proceso de replicacion.

- la variabilidad se consigue como consecuencia de las mutaciones.

MUTACION, cambios en el material genético, son permanentes y se transmiten a la descendencia.
UNIDAD HEREDITARIA, es el GEN, que es un fragmento de ADN que codifica una proteina. Como
resultado de la expresién de un gen, obtenemos una proteina. Asi, el ADN tiene informacion a través de la
secuencia de bases. Esta informacion, va primero al ARN y luego a las proteinas ——> existe un flujo de
informacion.

Se da asi, un cambio de informacidn de una secuencia de bases a una secuencia de aa, que constituyen el

CODIGO GENETICO, que son las claves por las que una secuencia de bases del ADN se transforma en
proteinas.

una sec. de 3 bases (ADN o ARN) - - - —> posicién de un aa
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CODON determinan

El cédigo genético es el conjunto de codones. Algunas de las caracteristicas mas importantes de este codic
son las siguientes:

— un coddn es un conjunto de 3 bases de ARN (A, C, G, U)
— Como hay 4 bases diferentes, tenemos 64 posibles combinaciones=64 codones que determinan la
posicién de 20 aa en las proteinas. Hay mas codones que aminoacidos. Ahh pero hay problemillas...no todt

es tan facil....

— hay codones que no caodifican para ningn aminoacido. Son codones de terminacion: UAA, UAG, UGA.
Su presencia determina el fin de la sintesis de proteinas.

- hay un codon de iniciacién, que siempre aparece al principio. Va a codificar el primer aa de una proteina.
AUG, que codifica en eubacterias la N-Formilmetionina, mientras que en arqueobacterias y eucariotas
codifica para la Metionina.

- el resto de los codones codifican para aminoacidos: 60 codones para 19 aa distintos.

- es redundante=esta degenerado. Esto quiere decir que puede haber mas de un codon para un mismo
aminodcido. Lo contrario no ocurre nunca, no tenemos 0 no existen 2 aminoacidos para un mismo codon.

Ejemplo: Gly - - - —> GGG la redundancia suele aparecer
GGU en la tercera base (casi siempre)

GGA

GGC

— es universal, es valido para todos los seres vivos, con algunas excepciones. Esto significa que el cédigo
genético se establecid asi en una etapa muy lejana, al principio de todos los seres vivos.

- su lectura es secuencial, los codones van unos detras de otros y no hay solapamiento de codones, ni
tampoco de genes. Pero aqui también hay excepciones: como es el caso de un VIRUS BACTERIOFAGO
x174, que tiene ADN de cadena sencilla con 5386 bases (1795 codones ——> pueden codificar para 1795 a:
Teniendo en cuenta que una proteina media—pequenfia tiene 400 aa, el virus puede codificar para 4 6 5
proteinas ——> NO ES ASI, obtiene informacion para 11 proteinas. Aqui tenemos presente el solapamiento ¢
genes.

gen AgenB

genC

MARCO DE LECTURA, son las bases contenidas en un gen. Cada gen tendra un codon de iniciacién
(AUG), n codones de 3 bases cada uno y al final un codon de terminacion.

codon de iniciacidn n codones de 3 bases codon de terminacion
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AUG-......... —ACG-CCC-CUA-.......ccenee —-UAA, UAG o UGA

GEN=UNIDAD DE EXPRESION GENETICA, el conjunto de genes de un organismo se denomina
GENOTIPO. También se suele llamar GENOMA de un organismo, a todo el material genético (que es
autorreplicable, codificable y transferible a otro organismo).

En bacterias, este material genético esta constituido por un Unico cromosoma, también llamado
GENOFORO, de doble cadena, circular y cerrada. Ademas, también existen PLASMIDOS, que son
moléculas de ADN circulares y cerradas, que pueden ser transferidas a otras células y a la descendencia.

Un plasmido se diferencia del cromosoma en que es mas pequefio y no son necesarios para la célula, aunc
puede beneficiarla mucho en determinados ambientes (sobre todo los adversos).

También podemos considerar como material genético los virus y elementos transponibles (fragmentos de
ADN que pueden ir de un sitio a otro).

FENOTIPO, es la expresién del genotipo, es decir, el conjunto de caracteres que se pueden observar en ur
organismo. En el fenotipo, s6lo se expresa una parte del genotipo (s6lo hay unos cuantos genes que se
transforman en proteinas). El ambiente, determina la porcion de genotipo que se expresa fenotipicamente.
Podriamos decir que:

FENOTIPO = GENOTIPO + AMBIENTE

MUTACION, como consecuencia de cambios en el material genético, pueden existir formas alternativas de
un gen, que es lo que se conoce como ALELOS. En bacterias, el alelo mas frecuente en una poblacién, es
salvaje y se supone gue las otras alternativas se forman por mutacion de ese alelo: se da lugar a los alelos
mutantes. Esta palabra, se usa para expresar un alelo defectuoso, aunque no significa que todos sean asi.

Todos los procariotas tienen un sélo cromosoma (son haploides ——> Gnicamente una copia de cada gen). E
organismos eucariotas, en general son diploides (2 copias de cada gen) ——> pueden ser homocigéticos (2
alelos=) o heterocigéticos (alelos distintos).

MATERIAL DE ESTUDIO, en cualquier trabajo que realicemos, lo que manejamos son CLONES
(poblaciones de bacterias genéticamente igual entre si, pero diferentes de otras bacterias semejantes). Est
poblacion proviene de una sola célula que por division, origina esta poblacion de células iguales. Ejempilo:

cuando una bacteria se multiplica en un medio sélido, da lugar a una colonia con todos los individuos iguale
entre si, porque todos provienen de una Unica célula.

Ventajas de estudiar la GENETICA MICROBIANA:

- los procesos genéticos de microorganismos son semejantes a procesos genéticos de organismos superic
Es decir, la genética de microrganismos=genética de org. superiores.

- tamafio muy pequefo de microorganismos, por lo tanto faciles de manipular.

— tienen un tiempo de generacién relativamente corto, enseguida podemos obtener descendencia.

- la anterior caracteristica, implica la posibilidad de obtener, en poco tiempo, una poblacién de células.

- so6lo tienen un cromosoma, su material genético tiene una estructura muy sencilla. Su tamafio medio es d

3,8.106 pares de bases y mide 1mm. Ejemplo: cromosoma de E. Coli. El tamafio del cromosoma depende
la capacidad metabdlica del microorganismo en cuestion (a mayor capac. metabdlica, mayor tamafio). Por
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ejemplo:_Desulfovibrio (anaerobia estricta) es muy pequefa.

- son haploides, un alelo de cada gen, por lo gue una mutacion va a tener una manifestacion inmediata.
Inconvenientes:

- debido al tamario tan pequefio, no se pueden manejar individuos solitarios, siempre estudiamos poblaciol
de bacterias. Aunque hemos dicho, que en general las poblaciones son de células iguales entre si, pueden
aparecer mutaciones al cabo del tiempo.

- no tienen reproduccién sexual, por lo que no tienen posibilidad de dispersar los cambios genéticos que
sufren, entre los organismos de una poblacién. Ademas, tampoco pueden generar variabilidad por

recombinacion. Lo que si tienen es otros mecanismos que si van a permitir la recombinacion (una especie ¢
recombinacion especial para bacterias).

gENERACION mICROBIANA

GENERACION DE VARIABILIDAD

Mutacién (alteracion de la secuencia...) Recomb. genética

- transformacion

— transduccion

— conjugacion

MUTACION Y MICROORGANISMOS MUTANTES

Una mutacién es un cambio en la molécula de ADN, que es permanente y se transmite a la herencia.

Un microorganismo que sufre una mutacion, se denomina microorganismo mutante o cepa mutante, al
contrario de la que no lo sufre, que se llama microorganismo o cepa salvaje.

Un tipo de mutacién es la conocida como mutacion por SUSTITUCION DE BASES. Este tipo de mutacion
provoca el cambio de una aminoacido en la proteina, con las consecuencias que ello genera para la proteir
La principal consecuencia es que se puede llegar a la pérdida de la actividad de dicha proteina.

Dentro de la sustitucién de bases puede haber dos tipos:

- transicién, purina x purina, pirimidina x pirimidina

— transversion, purina x pirimidina, pirimidina x purina

AGA ————- > codon para la Arg (+)
AGC ————— > codon para la Ser (polar)
GGA ————— > codon para Gly

GGC ————-—- > "
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GGU ————-—- > "
UGA ————— > codon sin sentido, codon de terminacién
GUA —————— > codon para la Val

GAA ————- > codon para Glu (-)

1.-— en el paso de AGA ——> GGA, se va a sintetizar una proteina en la que ha cambiado un aminoéacido con
carga positiva, a un aminoacido con carga —. Esto puede tener consecuencias en la proteina si el aa que he
cambiado es importante para determinar la estructura terciaria (al perderse la carga, se pierde, por tanto, la
capacidad de plegarse de la proteina) de la proteina, o en el centro activo si la proteina es una enzima ——>
una proteina defectuosa, que habra perdido su funcion: es una proteina mutante. Ha habido un cambio en ¢
genotipo que se manifiesta como un cambio en el fenotipo.

2.— en el caso de que pasemos de GGA ——> UGA, la proteina no acaba de sintetizarse. Aparece una prote
truncada, que casi seguro sera defectuosa ——> mutacion que se manifiesta en el fenotipo.

3.— si cambia la tercera base de GGA ——> GGG, GGC, GGU; no tenemos un cambio en la secuencia de
aminoacidos ——> por lo tanto, no hay cambio en la proteina. Tenemos una mutacién que no se manifiesta €
el fenotipo, es una mutacion silenciosa.

4.—- paso de GGA ——> GUA. En este paso hay una nueva mutacion, pero esta no es mas grande (menos
polaridad, no polares,...). No va a afectar a la estructura terciaria de la proteina, y también es una mutaciéon
silenciosa (no se manifiesta en el fenotipo).

Otro tipo de mutacion es la DELECCION, que consiste en la desaparicion de una base, que origina un
cambio del marco de lectura (es conocida también como mutacién por desfase). Los codones siguientes, st
diferentes y por tanto, la secuencia de aa cambia a partir de la mutacion (del punto donde se ha producido)

Igual que hay deleccion también tenemos ADICION DE UNA BASE. La deleccién o adicion de 3n bases,
provoca la pérdida o adicion de n aminoacidos en la proteina. Duplicacion de un fragmento de ADN ——> si ¢
fragmento contiene un gen, se dobla la capacidad para sintetizar una proteina.

Conocemos como INVERSION, al proceso mediante el cual, un fragmento de ADN cambia de sentido.
TRANSPOSICION, es un fragmento de ADN que cambia de lugar en la molécula.

Los agentes mutagenos son aquellos que aumentan la frecuencia de mutacion. Sélo vamos a estudiar la lu
ultravioleta ——> que dafia al ADN provocando dimeros de T (covalente), cuando esta molécula se vaya a
replicar van a aparecer errores. La bacteria tiene mecanismos para reparar los dimeros de timina, es el
denominado sistema SOS. En él, participan diferentes enzimas entre las que destaca la Rec A.

En primer lugar actda la endonucleasa, que rompe la cadena de ADN por ambos lados del dimero de timin:
Otra enzima, la exonucleasa, va quitando nucleétidos a partir de los extremos de la cadena rota (amplia el
hueco dejado por los dimeros de timina). En una tercera etapa, llega la ADN polimerasa, que forma una nu
cadena de ADN usando como molde la cadena intacta. Al final, las ligasas unen los fragmentos de ADN.

Si el dafio es muy grande (mucha luz ultravioleta) el sistema SOS induce mutaciones ——> provoca muchas,
con la esperanza de que entre tantos mutantes haya alguno que pueda sobrevivir a la radiacion ultravioleta
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MANIFESTACIONES FENOTIPICAS DE MUTACIONES EN MICROORG.

- la mutacién puede producir la pérdida de la movilidad. Si la mutacién esta motivada por flagelos, puede s
debida a que en la mutacién, o no se forman flagelos o los que se forman sean defectuosos.

- pérdida de la capacidad de formar esporas o conidios (hongos).

- capacidad de formar capsula bloqueada ——> generalmente son patdégenos, por lo que pierden esta
patogeneidad.

- resistencia a fagos, a la accion de antibiéticos y otros compuestos quimicos.

— cambio en la susceptibilidad de las proteinas a ser degradadas por proteasas. También puede afectar a |
estabilidad de la proteina frente al calor.

— cambio de la capacidad de utilizar un determinado aztcar como fuente de carbono ——> mutantes de
utilizacion de azucares. Ejemplo: mutacion en la capacidad de una bacteria de usar lactosa como fuente de
carbono. En este caso, se dice que la bacteria mutante se llama Lac —, mientras que la cepa salvaje es Lac
— mutantes nutricionales, la mutacidn afecta a una ruta biosintética. Los mutantes no sintetizan un
compuesto, requiere que el compuesto se afiada al medio para poder crecer. Se dice que un mutante es
auxotrofo, cuando requiere imperiosamente un compuesto determinado, y se denomina salvaje protéforo,
cuando no requiere dicho compuesto.

Ej: Auxotrofo, para la biosintesis de Arg ——> Arg —. No sintetiza Arg, ni crece en su ausencia. Prot6foro, Arg
+, sintetiza Arg y puede vivir en su ausencia.

CARACTERISTICAS DE LAS MUTACIONES

- son espontaneas, ocurren al azar.

- son independientes de las ventajas adaptativas que confiere la mutacion.

Ejemplo: hay mutantes que son resistentes a antibiéticos. Se han formado a partir de una cepa salvaje sen:
a un antibiotico. El paso de la cepa salvaje a la mutante, ocurre por mutacion. El mutante tiene ventajas
adaptativas, pero esta mutacion no se ha dado por esta ventaja.

- las mutaciones se dan con una cierta frecuencia, y van a depender de diversos factores:

- tamafio del gen

— secuencia de bases (por la tautomeria)

— secuencia de aminoacidos en la proteina (depende del aa que cambie)

Secuencia historica del descubrimiento/estudio de las mutaciones...

Alrededor del afio 1940, se pensaba que las mutaciones no eran espontaneas, sino inducidas por un agent
selectivo. Se pensaba de esta forma, porque si cultivAbamos bacterias sensibles a un antibiético determina

(en un medio sdlido) con dicho antibiético, era frecuente que hubiera colonias resistentes al antibiético ——>
entonces, por esto se pensaba que era el mismo antibiético el que producia la mutacion.
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Pero en los afios 50's, usando una cepa de E. Coli susceptible al fago T1 (E. Coli T1-s). Se us0 la técnica
llamada REPLICA EN PLACA, muy usada en genética de microbiologia. En primer lugar, se hace crecer
una poblacion de bacterias en un sdlido que esta en una placa petri con una sefal para conocer donde est¢
colonias.

Sobre esta placa crecen colonias de bacterias. En ese momento, colocamos una tela de terciopelo, que se
encuentra sobre un soporte sélido con un diametro menor al de la placa petri —> la tela queda en contacto
con las colonias y alguna célula puede quedar atrapada. A continuacién, ponemos en contacto la célula cor
una placa virgen (también con una sefal) ——> se lleva a incubar y al cabo de un tiempo, vemos la formacié
de colonias en la otra placa, con una posicién idéntica a la de la placa original.

En el experimento se inocul6 primerg la E. Coli en un medio no selectivo (en ausencia del fago T1), entonce
aparecen una serie de colonias. Se replico la placa varias veces a placas virgenes, con el fago T1 en una
concentracion suficiente para matar todas las células sensibles de E. Coli. Se dieron cuenta que habia algu
colonias que resistian en todas las placas.

Todas estas cepas eran resistentes (E. Coli T1-r) y habian mutado en un medio sin T1.
AISLAMIENTO DE MUTANTES

Para aislarlos, necesitamos primero una poblacién de bacterias, en la que habra bacterias de la cepa salva
de la cepa mutante. Después, necesitamos saber cual es cada una de ellas ——> necesitamos un medio que
permita seleccionar el mutante. Este mutante va a estar en una proporcién menor: para poder aislarlo
necesitamos también un medio de enriguecimiento de la poblacion mutante.

Las técnicas son:

1.- Aislamiento de mutantes resistentes a antibiéticos (a un fago o a un compuesto quimico). Es el método
mas sencillo ——> inoculamos gran cantidad de bacterias (la mayoria seran sensibles y unas pocas resistent
en una placa de medio sélido, al que hemos afiadido el antibiético ——> va a matar a la mayoria de las
bacterias, pero van a aparecer unos cuantas bacterias resistentes.

Para obtener el cultivo puro: cogemos una colonia y la inoculamos de nuevo en una placa con antibi6tico —
hacemos siembra en estria.

Cogemos la colonia mas separada y la llevamos a un cultivo en medio sélido. Se dice que la seleccion se h
por un método de seleccién directo y positivo, porque soélo crecen las bacterias que queremos y nos interes

2.—- Aislamiento de mutantes de utilizacion de azlcares. Estos mutantes son incapaces de usar un
determinado azucar como fuente de C (Ejemplo: Lac —, significa que no podemos usar la lactosa, pero si ot
compuesto como fuente de C).

Para aislar estos mutantes, se usa una placa petri con un medio sélido que contiene el azlicar que no pued
usado por el mutante (en el ejemplo, lactosa). Tiene ademas, otro compuesto que puede ser usado como fi
de C y un indicador de color, es en concreto, el medio usado en el ejemplo es MacConkey-lactosa.

En esta placa inoculamos la poblacion de bacterias (entre las que habra Lac + y Lac -). Las colonias Lac +
fermentan la lactosa, y adquieren un color rosa (debido a que en la fermentacion se produce acido, baja el |
y hay un cambio de color en el indicador). Aparecen algunas colonias (pocas) de color blanco ——> Lac -, qt
pueden crecer en este medio porque usan la otra fuente de C ——> no fermentan, ni producen acido, por lo ¢
no cambia el color del indicador. A partir de estas colonias hacemos el aislamiento (seguramente por siemt
en estria en el medio).
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La seleccién también es directa (la bacteria crece) pero negativa (no presenta el caracter, el color rojo).

3.— Aislamiento de mutantes auxotrofos. Son los que tienen alterada una ruta metabdlica biosintética, y por
lo tanto son incapaces de sintetizar un compuesto.

Ejemplo: Leu — (auxoétrofo para leucina) ——> no crece en ausencia de leucina. La Leu + es la cepa salvaje
(prototrofo) ——> puede crecer en ausencia de leucina.

El método usado es el método de réplica en placa. En este método, partimos de un cultivo de una cepa
bacteriana y en él la mayoria de las bacterias son los prototrofos Leu +, aunque también habra bacterias er
minoria como los auxotrofos Leu —, que son los que queremos aislar.

Lo que hacemos es inocular una placa de medio s6lido (por ejemplo Agar nutritivo) con Leu y con el cultivo
(la placa también tiene una sefal para conocer la posicion). Se incuba la placa, y aparecen colonias de
bacterias, la mayoria Leu + y algunas Leu —-. Todavia no las podemos diferenciar. A partir de esta placa (plz
maestra) hacemos réplica en dos placas mas (el rollo ese del terciopelo).

A la primera placa, la llamamos placa de referencia, que contiene un medio minimo al que hemos afiadido
Leu.

A la segunda, la llamamos placa test, contiene medio minimo (sales, agua + fuente de C) sin Leu.
Cuando incubamos:
- en la placa de referencia aparecen iguales colonias y en iguales posiciones que en la placa maestra.

- en la placa test parecen algunas colonias en iguales posiciones que en la placa maestra ——> todas seran
+.

Con esto, ya podemos saber cuales son las auxotrofas => las que crecen en la placa de referencia, pero nc
la placa test. Ahora hay que aislarlas en un cultivo puro. Para hacerlo, podemos tomar una muestra y hacet
una siembra en estria por agotamiento, por supuesto, en un medio con Leu.

Esto tiene un problema: existen muy pocas Leu — en el cultivo (una o unas cuantas entre un millén) ——> pa
gue apareciera una colonia de auxotrofos, necesitamos hacer cientos de réplicas en placa. Para solucionar
necesitamos aumentar mucho la proporcién de auxotrofos, para lo que hay dos posibilidades (se realizan a
principio del proceso):

- aplicando agentes mutagenos que aumentan la frec. de mutaciones

— seleccién por penicilina: sélo se puede aplicar en el caso de que las bacterias sean sensibles al antibitic
Se basa en que la penicilina Gnicamente mata a las bacterias que estan creciendo, es decir, o las bacterias
sintetizan activamente la pared celular (porque inhibe la formacién de puentes de peptidoglicanos). Si
partimos del mismo cultivo de antes (muchas Leu +, muy pocas Leu -), lo pasamos a un matraz con medio
liquido sin leucina, pero con penicilina. Lo incubamos durante un cierto tiempo ——> la Leu + crece pero
muere por la accién de la penicilina. Los pocos auxotrofos no crecen (no existe leucina) por lo que no muer
por un tiempo ——> hemos reducido la proporcion Leu + y aumentado la proporcion de Leu —.

Del matraz, lo pasamos a una placa maestra (con Leu) donde crecen las Leu + y Leu —. De esta placa ya si

hacemos la réplica a la placa de referencia y a la placa test. Luego aislamos el cultivo puro. La técnica es
negativa (no crece en el medio) e indirecta (como no crece hay que cogerla de otra placa).
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rECOMBINACION gENETICA eN bACTERIAS

La recombinacion mezcla elementos genéticos (genoma o partes de un genoma) de dos células diferentes
una misma célula, dando lugar a un nuevo genotipo. Tiene como consecuencia la dispersién de la variabilic
genética entre organismaos de una poblacién, y la transmisién de caracteres genéticos entre individuos de u
poblacion.

En la recombinacién tiene lugar el apareamiento de moléculas de ADN, que son homoélogos y el intercambi
de estas cadenas de ADN. Se forma un genotipo recombinante:

En eucariotas, la recombinacion tiene lugar durante la reproduccion sexual. En ella se forman gametos
haploides y durante la fecundacién, se fusionan y forman un cigoto diploide.

En bacterias no existe la reproduccién sexual, pero si tenemos recombinacién ——> tiene lugar mediante la
transferencia de una porcion del genoma de una bacteria dadora denominada EXOGENOTE a una bacteric
aceptora o ENDOGENOTE. Como consecuencia, se forma un MEROCIGOTO (zigoto parcial). Este
merocigoto contiene el genoma entero de la célula aceptora y sélo una parte de la célula dadora.

Si hay existe homologia (contienen iguales genes pero diferentes alelos) entre la parte de genoma de la da
y la aceptora, hay recombinacién, con intercambio de cadenas de ADN.

En bacterias, la recombinacion es ocasional (s6lo de vez en cuando), fragmentaria (sélo se recombina part
del genoma) y no es necesaria para completar el ciclo de vida de las bacterias. Lo que si es beneficioso es
la poblacién.

MECANISMOS DE RECOMBINACION
Hay tres tipos:

tRANSFORMACION: la célula aceptora toma genes de una molécula de ADN (de la célula dadora) que se
encuentra en el medio que rodea a la célula aceptora.

La célula dadora se fragmenta, y también lo hace la molécula de ADN. Uno de estos fragmentos es captad
por la célula aceptora, si hay segmentos homologos tiene lugar el intercambio de cadenas de ADN ——>
RECOMBINACION propiamente dicha.

El descubrimiento de la transformacion fue muy importante, ya que permitié conocer cual era la naturaleza
del material genético ——> se conoci6 que era el ADN.

Una primera parte del descubrimiento fue realizado por Griffith en 1924. Estaba estudiando la bacteria
Streptococus preumoniae, que causa heumonia en el hombre y en el raton. Es patbgena porque posee ung
capsula de polisacéaridos, que rodea a la bacteria y que permite que la bacteria escape a los sistemas de de
de un animal hospedador vertebrado. El sistema de defensa consiste en que el animal células, que son
macrofagos que fagocitan células extrafias. La capsula de esta bacteria hace que no se una al macrofago e
impide la fagocitosis. Asi, da lugar a un mayor nimero de bacterias que se localizan en los tejidos del pulm
provocando que éste no funcione con normalidad.

Cuando esta bacteria crece en un medio sélido, forma colonias de aspecto liso ——> cepa S (smouth=liso).
Puede ser que haya cepas mutantes que hayan perdido la capsula, y que no sean patdgenas. Esta cepa, ¢
crece en un medio sélido da lugar a colonias de aspecto rugoso ——> cepas R (rough=rugoso).

Griffith inocul6 ratones con Streptococus preumoniae.
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— Si la bacteria es de la cepa S, al cabo de un tiempo la colonia muere.
- Si la bacteria es de la cepa S, pero esta muerta, el ratén vive.
- Pasa lo mismo si le inyecta bacterias de la cepa R vivas.

- Si inocula bacterias de la cepa R vivas y de la cepa S muertas, el ratdn moria al cabo del tiempo de
neumonia. Ademas, del ratén se extraian bacterias de la cepa S vivas, que si se inyectaban a otros ratones
provocaban la neumonia.

Lo que habia pasado es que las bacterias R se habian transformado en bacterias S. Debia haber algo en I
bacterias S que produjese este cambio, pero Griffith no lo descubrié. No se pudo descubrir hasta 20 afios n
tarde, cuando tres investigadores: Avery, McLeod y McCarty (1944) completaron las investigaciones de
Griffith.

Tomaron células Sy las fraccionaron: obtuvieron proteinas, acidos nucleicos, polisacaridos... que fueron
afiadiendo de una en una a bacterias R. Observaron que al afiadir ADN de bacterias S, las bacterias R se
transformaban en bacterias S ——> tenian capsula y eran patégenas. De ahi sacaron la conclusién de que |z
molécula en la que se encuentra la informacion es el ADN.

No todas las células pueden realizar la transformacion. Esta ocurre sélo en algunas cepas bacterianas de
algunos géneros, como Streptococus, Hemophilus, Bacillus, Veisseria y Pseudomorias. En cada género, el
mecanismo de transformacion es diferente. Nosotros vamos a ver el mecanismo de transformacion de
Streptococus. Para que se pueda dar la transformacion, la célula ha de ser competente para transformarse
producciéon de una proteina llamada factor de competencia. Esta proteina es liberada al exterior por la célul
(en el crecimiento). Cuando se llega al fin de la etapa exponencial del crecimiento, este factor alcanza una
concentracion critica que permite que la célula sea competente ——> se une a un receptor especifico de la p
celular, que provoca que tenga lugar la expresiéon de una serie de genes cuyos productos genéticos van a
participar en el proceso de la transformacién. Una de estas proteinas, es la autolisina (enzima que puede
romper los polisacaridos de la pared celular) ——> actla sobre la pared y pone al descubierto dos proteinas
ya estaban en la pared celular, pero ocultas.

De estas proteinas, una es una nucleasay la otra es una proteina de unién al ADN. La molécula de ADN d
célula dadora (libre en el medio) se une a la pared celular gracias a las proteinas de unién. La nucleasa
hidroliza una de las dos cadenas de ADN, la otra entra dentro de la célula. En el interior, se va uniendo a
proteinas de unién de ADN, que hacen que la molécula permanezca estirada y evita que sea deformada. S
esta cadena que ha entrado es homéloga a algun fragmento del cromosoma de la célula receptora, habra
recombinacion.

Asi se produce una transformacion natural. En el laboratorio, se puede hacer una transformacion artificial,
permite introducir ADN exégeno=extrafio en una bacteria o en un hongo. El ADN exdgeno puede pertenece
a cualquier otro tipo de ser vivo. Este ADN no se encuentra en fragmentos, sino que se encuentra incluido ¢
un plasmido.

Este plasmido se dice que actia como vector de transformacion. También pueden actuar asi algunos virus
cromosomas artificiales.

Para introducir el ADN exégeno en una bacteria, se trata dicha bacteria con cationes divalentes, como por
ejemplo el Ca++ (no se sabe por qué, pero alteran la pared y permiten la entrada de ADN). También se uszc
disparador de particulas (dispara moléculas de ADN, gque entran en la bacteria) o la electroporacion (se
somete a la bacteria a campos eléctricos pulsantes que producen poros en la pared, por donde puede entre
ADN).
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Si queremos introducirlo en un hongo, eliminamos la pared celular con enzimas hidroliticas ——> obtenemos
asi el protoplasto (célula del hongo, rodeado por la membrana). Si afiadimos el ADN, puede entrar en la
célula. Al cabo de un tiempo, el protoplasto regenera la pared celular.

La transformacion artificial de hongos y bacterias es importante, porque nos permite usar los
microorganismos para sintetizar proteinas de cualquier origen, por ejemplo, nos permiten obtener vacunas
recombinantes, como la vacuna contra el virus de la Hepatitis B. Esta vacuna consiste en una proteina de I:
capsida del virus. Esta proteina de consigue de una levadura (Sacharomice cerevesiae) a la que se le intro
el ADN exdgeno que codifica para una proteina del virus de la hepatitis B. La levadura produce gran cantid:
de la proteina viral, se purifica y se usa como vacuna. Asi, evitamos tener que manejar el virus en el
laboratorio.

tRANSDUCCION: es un mecanismo de recombinacién genética en bacterias, que estad mediado por un viru
bacteriano denominado bacteri6fago=fago. En este proceso, la célula dadora es en primer lugar infectada
un fago. Se forma asi una particula viral que esta defectuosa, y que contiene parte del ADN del fago y parte
del ADN de la bacteria. Ahora, esta particula viral se llama particula transductora y es capaz de infectar a
una bacteria receptora. De esta manera hay una transmision de ADN de una bacteria dadora a una bacteriz
aceptora, a través de un fago. Un fago que infecta a una bacteria forma lo que se denomina particula viral,
gue esté constituido por una capsida de proteinas y en su interior esta el genoma viral (la mayoria de bacte
tienen ADN de cadena doble). Cuando un fago infecta a una bacteria, tiene lugar lo que se llama el ciclo de
replicacién viral, cuyo objetivo es la formacién de numerosas particulas virales.

Este ciclo de replicacion viral finaliza normalmente con la lisis de la bacteria. Por eso también se le llama
ciclo litico.

capsida
ADN viral
ADN bacteriano

Para que un fago infecte a una bacteria, tiene que ocurrir gue este fago se una a la superficie de la bacteria
una unién especifica y esta regulada por receptores que se encuentran en la superficie de la bacteria 'y
reconocen de forma especifica proteinas de la capsida. Después de la unidn, tiene lugar la penetracién del
ADN viral. A continuacion, el ADN del fago se multiplica dentro de la bacteria, mientras que normalmente el
ADN de la bacteria es degradado. Cuando se ha multiplicado el ADN viral, se sintetizan las proteinas de la
capsida del virus. Después, tiene lugar el ensamblaje de las proteinas de la capsida y el ADN viral,
formandose nuevas particulas virales. Finalmente, la bacteria se rompe y se liberan las particulas virales, q
pueden volver a infectar nuevas bacterias.

Durante el ciclo de reproduccion del fago, se forma una particula defectuosa dentro de la bacteria, que
contiene parte del ADN del fago y parte de la bacteria. Se llama a esta particula, particula transductora. Est
particula puede infectar a otras bacterias.

Las particula transductora es defectuosa porgue no tiene completo el ADN viral, por lo que al infectar a otre
bacteria no se puede reproducir, no tiene informacion suficiente para todas las partes. Pero las proteinas de
capsida son normales, por lo que la particula transductora puede unirse a los receptores de la superficie de
pared de la bacteria e introducir el ADN en su interior (pero es un ADN que no es completo).

Con este proceso, la bacteria receptora recibe un fragmento de ADN de una bacteria dadora. Si este fragm

de ADN exo6geno es complementario con el del ADN de la bacteria, hay apareamiento y recombinacion ent
ambas moléculas de ADN.
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cONJUGACION: es un mecanismo de recombinacion en bacterias que requiere el contacto directo entre dc
bacterias.

Es un proceso polarizado, es decir, siempre va en la misma direccion, por lo que hay células dentro de una
poblacion de bacterias que siempre actian como dadora ——> F + o Fertilidad +, y luego hay otras que actu:
siempre como aceptoras ——> F — o Fertilidad -.

Soélo las células F + contienen un plasmido llamado factor F. Durante la conjugacion, tiene lugar la copia y
transferencia del factor F desde la célula F + a la F —. Asi, al final de la conjugacién se obtienen dos bacteri
F + ——>la que era F + sigue conservando el plasmido y la F — se transforma porque adquiere el factor F. E
mecanismo de recombinacién en bacterias es muy importante porque también se van a transferir los caract
genéticos que estan codificados en el factor F. Entre los caracteres puede haber en un factor F, se encuent
por ejemplo, los que confieren resistencia a los antibiéticos. Asi, si un individuo de la poblacién presenta
resistencia a los antibioticos, esta proporcién se va a extender a toda la poblacion.

Las etapas de la conjugacioén son:

— Contactos entre bacterias F + y F — a través de las fimbrias. Los genes para la formacién de estas fimbria
esta en el factor F, por lo que s6lo van a poder tener estas estructuras las F +.

- Movilizacién del plasmido, que consiste en la rotura de una de las dos cadenas del factor F, en una
secuencia det. llamada sitio oriT. La enzima que corta el ADN es una endonucleasa que también esta
codificada por el factor F.

Una vez que tiene lugar la rotura de la cadena, se da la replicacién o duplicacién de la cadena que permant
cerrada. Esto causa el desplazamiento de la cadena abierta y que es transferida a la c. receptora a través c
fimbria.

- cuando se acaba esto, tenemos que la célula que era F + conserva el factor F completo y la F — ha recibi
una cadena del plasmido.

- replicacion de la cadena transferida.

— se rompe el contacto entre las células y al final las bacterias son F +.

El factor F tiene una propiedad ——> se puede integrar en el cromosoma de la bacteria. Asi, una bacteria qu
tiene el factor F integrado en el cromosoma, se dice que es una bacteria Hfr (alta frecuencia de
recombinacion). Se produce porque hay unos fragmentos en el cromosoma de la bacteria y del plasmido, q
son homologos y se llaman Sl (secuencia de insercién), pueden aparear y puede haber recombinacién entr
ellos ——> obtenemos una gran molécula de ADN que contiene el factor F entre dos SlI.

También puede conjugarse Hfr y F —. Durante este proceso hay una transferencia y movilizacién del plasmi
enganchado al cromosoma. Un fragmento del factor F se rompe y ahi comienza la conjugacion. Normalmer
so6lo se transfiere parte del factor F y parte del cromosoma.

Como casi nunca la transferencia es completa, la célula F — recibe parte del factor F y parte del cromosome
Asi, al final sigue siendo F — porque no ha recibido todo el plasmido.

Si hay recombinacién y apareamiento entre Hfr y F — —> pasa parte del cromosoma de laHfrala F -.
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