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INTRODUCCION

.

El estudio de las bacteriss es de sindular imrortsncia tanto ror
su distribucidn comg ror sy interrelscidn bicolddice con el medio. Las
bacterias son los ordanismos mds numerosos w amrlismente distribuidosy
los  encontrames erdcticzmente en todos los habitatsi  enm el sirey
aguss  suelps slantzs 7 animsles o &n materis oradnics e
descomrosicidn (1), Su wvarsatilidaed bioldgics les rernite subsistir 2
adertorse  dnclusive o condiciones sdversesy de este formers les
prncontramcs  coreciendo 3 teareraturas extrem3s o en medios donde 133
fuentes de vwsrbono 2 nibtrddene son gscesas (2 2z como en lusares
donde lss condicionez e ouideno sonm limitantes (2). e estos
organizmos =ble sldunos son nocivos sl hombrer el resztor no sdlo  son
incfensives oine nece:érios reve lo ewistencie de rlantas w enimsles
ror sy funcidn ecoldsics come ordenismos desradsdoresy tresnsformadores

de materis orsgdnice « fidedores de nitrdgeno (1),

Al igusl aue obtros ordenicmoss les beocteries son sensibles 3 las
condiciones eaenternas ¢ resronden riridamente 3 reaquofios campblios en el
medic, L3 temreraturay humedsdy concentracién de iones de hidrdseno u

uuideno S0 factores de  wvital importanciez wrars controlar  su
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distribucidny rere el factor wds imrortante es la cantidad de alimento
disronible {4}, For ou adartebilidad v corscidad rere esrorular lac
bacterias  rueden subsistic 9 rerroducirse casi . bado cuslauier
condicidn de crecimiento siempre ¥ cusndo disponda de fuentes de

cteristics bacterizns es 13

s

caroone ¢ nibrddena  (5), Otrs car

resruesta 3 18 eresencid de odideno en 2! medios A diferenciz de los

grias  tienen 1z

-
()
L)
o

ordanismos  euearifiticos albdunss esrecies  de

cerecided o former Sistomas de Trencrorte de Electrones (ETE) mucho

més comrlados derendioando del medio 9 canticdsd de oxdsene disroniiler

ror  estor  los tiros o concentrociones de los comronentes del sistemo

i

cultiveo tslez cono
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derenden en alto Hdrado o
nutrientesy Lemreraturar a3itacidn, tensidn de ouxdldenscy otoc.s 20! cowme
del estedo de desarrollo de le poblacidn, L comrladidsd ds  estos
sistemas  reside en 1 rresancls de un nazor ndmere de deshidrozenasss

los comronentes

©

unides & 1o membrans lao cusles donan los electrones
gel Sistems FRessivratorio (SRY rare reducir 3l onigenc 9 acertores

Lermineles clternativeos (4570,

En los sistemas bscterisnos 13 rresenciz de cadenass reseiratorias

(CRY alternas o3 un Tendmens smelizmente distribuido aue a3l rarecer

7

sunr rcargcided adertetives ror  edemrloy  Heenornhulus

e ————r et et

FTOFOTCIOND UND M

corsinfluensse sufre modificaciones en sy STE (8)s en resruests a 13

disminucidn del fludo de ouldeno en el medio de cultive v ror el
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canbin del ccertor finol de eleclronesi ¢i el acertor finsl ec el
oxldeno a3 badss concentracionesy 13 bhacteriz induce 13 sintesis de

citocromos D ooy 3ly 2204 4 Oy en mador Froroveidn aue  los

ppconLiredos 31 el fludo de oxdgeno fuerz surerior, Er Baoeillus
P

stesratuermerhilus  crecidy  sngerubicemente con nitrato copo zcertor

Tinel de alectreonezy el nivel de citocromo oxidass se ve reducido en
comparacidn 3] nue se rresents en cultivos crecidos aserobicamente (97,

fuertemente innibids Fror

jx8]
[
=
——
o
]
v

Le nitrato reductsss de  eshe ©
cianuro  (ECM) w  szidae weero noe ror el monduldo de carbono (C0).
pchromobacter tambidn tisme capecidad de modificsr sy BR cuando el
medio externo es canbisdo., ELsts dltims sresents sl menos dos onidasas
funcionznds  simultenesnented citocromo  oxidecs c¢2y  eue eg  FOCO
szensitle 3] cilanuro 9 citocromo o gue rresentas uns modor sensibilidad

& ecle inmhibidor. En E.  coli v Arzctobocter e he democtredo gue

existe wun  STE  rswificado, Se ha enconbrade tasbidn lo eresencia de

citocromos caraees de combinarse oon aonduids de carbono en Baeillus

i)

medstlerivuny Hucobooteriun rhlets Microcoeeus denitreificane (100,

|

Nurante la esroroddnesis se ha encontrado un SR mds comrledo en
B. aedgeteriun (113w on B, guplilic (57, En el primervos el
citocrome &2 {4y 4 el citocromo o ravecen funcloner come oxidasas
terminales  ellermativas ) citocromo & + 53 que ec muw senzible 2l

cianuror mientres wue el citocromo o se desenmascers claramente en los



Crimeros esladios de la esrorulacidn, En g;_ subtilis  se  hea
encontredo citocromo o roco censible ol cienuro v citocromo & 4+ 23
getuandoe  como  oxsidasaes  terminsgles, Em B, cereys» Halvorson (12)
demostrd aue existe un incremaento notable en el consuno de puddenn uns
ver  aue  lss cdlulss deden de dividirse 2 zlcanzsn los sriperos
vetadios de 13 esrorvodinesizy mienbrss aue Lang v colgboradores (137 4
Felix u Lunddgren (14} encontraron un incremento cignificativeo en las

actividades de NADH deshidrogenssa ssol como en los citocromos del SR

gl finslizer ol crecimiento vedetstivo. Estos autores demostraron

ot
[

Lambidn oue 13 inhibicidn del Lransrorte de electirones = de
gnideniin de HaUH ror clsnuro no o 3fects significetivamente 2l
crecimiento  vedelolivos rero S8 irnhibe considershlemente la
garorulacidn, Ezcamille o Bemito 44) no sdlo han corroborsdo con su
investizacidon el imcremento de citocromos durante lz  esrorulscidn en

Bacillus cereds oine ene rrecentan evidenciss aue demueslran que el ER

I

oy Cube ordenisme =3 mucho wiz comeledo aue el descrito ror Feliw
Lundzgren  (14).  Sue recultados demuestren le enictencic de citocromos
D342 v 32 zotusndo como ouidazas toerminzles alternzzs lo cuzl exrplics

la bado sensibilidad dol tranororte de electrones ol cianuro.

£l rpresente estudio se desrrende del rrogecto dlobal de

investigscidn del sistems resriratorio de Bacillus cereus aue rezliran

Escamilla « colaboradores, For ests rosdn ¢ con le intencidn de  que
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Fscamille v colasboradores. For este razén v con la intencidn de aue
¢ste trebhado see medor entendido e interrretador a8 continuscion se
transcribe el resumen del itrabasdo ~ublicsdo ror Escamills v Renito

[6) %

*fn el precente trebado ce reviced ls comrosicidn ¥ ordanizacidn

del sislema resriratorio de Becillus cereus en la etere lodaritmice de

crecimiento ¢ durernite le esrorulscidne El znédlisis esrectral (fidura
1 v 2) mostrd aue las membranss de ambos tiros de célulss contienen
citocromos 0SS5y 0948y 2 + 33y 0562 3 82y esta comrosicidn sudiere un

gsictems de transrorte de electrones remificedo (figura 3).

CELULAS

VEGETATIVAS ESPORULANTES

uaxIamesu

[}
[ ot RN A Bl = | e T M H
«00 <u0 400 30 L1 30 400 ° 430 500 50 >“e 430 i

FIGURAS 1 Y 2
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Lzs membranas de célulss esporulantes manifiestan una dran
actividad de NADH oxidorreductesasy NALH oxidasa Y
ascorbato-NsMsNYNy-tetrametilfenilendianing oxidasas (THED) (tabla I).

Excerto 1la swuccinator otros sustratos enseyados no fueron oxidedos,

Se rresentd tsmbién 3ltos niveles de citocromos (tabla I1).

La desararicion ror destruccidén selectivs (cércana & la 1luz
ultreviolets) de 12 aquinona endbédena del sistema resriratorio
derendiente de NADH indicd aue los electrones son transrortados 3l
oxiderno a +través de 1z dnica vis constituida ror los diferentes

citocromos ¥ lz quinons (figura 3).

DICUMAROL ANTIMICINA A KCN .
HOONO J

NADH ——— FPN

C54p — @ *03-—*02
G0z

555

g \\;:::‘-‘_~—-‘*°562-*02

ATEBR!

SUCCINATO —+FPs Bse2

—0; ——.02

c

§ INHIBICION FUERTE
4 INHIBICION OEBIL

FIGURA 3
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Los esrectros con CO de membranas reducidas con ditionita (fidurs
4) exhibileron los ricoe caracteristicos de los citocromos 23 (430 g
992 nmow valle 2 445 nm)y 32 (643 nm) ¢ o (417 nm v valle 3 430 nm)s
sin embardor 13 reaccién cinética de éste ¢ltimo citocromo fue muy

[ERER

R e o

Pl YL

400 450 500 550 600 650

FIGURA 4

El cianuro.fue un robre inhibidor de NADH oxidesa u« suwuccinato

onidesas FETOo fue =z2ltamente efectivo en TMFD oxidasa (Ki=2,5

micromolar) (fidurz 54), La atebrinay dicumeroly antimicina A ¢

2-hertil-4-hidroxiauinoline N oxidasa (HOQGNO) fueron conciderablemente

meJores inhibidores aue el cianuro en lz NADH oxidass (fidurs SR).
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Los esrectros diferenciales con cianuro sudieren aue el citocromo b562
v a2 rueden ser comronentes involucrsdos en la via resistente 3l
cianuro mientras a@uer los citocromos ¢548 4 3 + al rarecen formar

rarte de la remificacidén sensible a3l cianuro* (fidura 3). X
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FIGURAS 5A Y SR

El sistems resriratorio de B, cereus crecido en condiciones
normsles na sido estudiado y carescterizado dufante 13 etare
logaritmics de crecimiento 4 en la fase esrarulante ror Landy Felin w
Lundgren (13) v més recientemente ror Escemilla v Benito (&) reraoy

rFoea atencidn se na rrestado sl crecimiento de este ordsnismo sometido
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@ diferstes termsiones de ouideno e incluszive 5 condicipnes ‘cussi’®
griserobicass ror estor el ohdetivo de ls rresente tesie he sido el
estudio del efecto de ls ‘bLensidn de oxizeno en la formacidn de 13

cadens resriratoric de ecle hacilo.

En el rresente estudio ze srartan gvidencias aque vienen 3  arouasr

8 comrlementor 1o tesis de aue Baeillus cereus Fosee un sistems

resriratorio comrledo el cusl es csrar de resronder v modificarse si

lss condiciones rzra su crecimiento son combisdac.

¥ NOTAY  El resumen fue traducide del trabado rublicado ror Escamillsz

4 Benito (4) 4 sumentado con las tahlas 4 fiduras del mismo estudio.




ENZIMA ETAFA CELULARXY RELACION EN
LA ACTIVIDALG

(Act, EsrecificalX Ved, Esr,T3 Esr T3 / Ved.

o o o bt ben Son B 100 e Se o o B e W D 6 W M S N M Bt e o o i e S e b A R N N M e W W e G e e b et o o e e B e e 0e A Sene b

COXIDORREDUCTASASS

SuccinztotFMS~LCPIF 148 202 1,36

NADHIDCFIF 9% - 342 §.20

0XI0ASAS !
Succinato ' 18 19 1,00
NADH 43 296 . 5,80

fiscorbatot THRD 35 346 ' 2.99

Tenls I.~ Actividades resriratoriss rresentes en membranss
de Bacillus cereus crecidss normalmente.

rresadas como nmol

@
onidorreductasas o

#ars las oxidasas.

# Las seotividasdes eserecificas estd
. -}

(minute . w3 de proteinsy’ ra2rs la2

como nALO2 (minuto . md de reatelinea

¥k Las colulss veselativas fusron cosechadas 3 AS40= 1,25

y las esrorulantes (T3) a8 las 3.9 hores desruds de iniciads
la esrorulacibn, La rrerarscidn de membranss se describe en
métodos.
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SUSTRATOS

CITOCRONOS NATDIH ASCYTHFD succ,

CELULAS CELULAS CELULAS
VEG, ESF, VEG, ESF. VEG, ESF,
bS53 a1 -51 30 -30 Henos del
0548 20 -81 20 -81 104 en todos
g + a3 70 ~-73 70 ~-75 los citocromos

o r r by ors W et d e R s et et e N s w8 WA S WS Shm W G4 S e St eu) e MOR W M e W S B eSS AAH A A o e Y T A8 e et A S e ke 46 W e s Pt e e

Tahla Il.~ Niveles de reduccidn de citocromns en 7% evocado
ror diferentes custratos en etsre vesetastive © eseorulente,

¥ Los niveles de reduccidn fueron csleoulszdos de los esrectros
" de *Steady Stale”.
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GENERALTIDADES: SISTEMA RESFIRATORIO Y ESFORULACION BACTERIANA.

SISTEMA RESFIRATORIO EACTERIAND

Le mavoria de las necteries roseen CRy esto esy disronen de  un
sistems csraz  de transrortar sl troves de ls membrena los electrones
donados ror el sustrato hssts el scertor finel (197 el cual variaréd
derendiende del tiro e bactericy en ordenizmos eerobicos el zcertor
Tinal es el oxidenco mientraz oue en los snerobicos facultativos rude

ser el oxldgenos nitrsto o sulfato (107,

N ressr de aue existe una dranm similitud em 1z CR de 1z mavoria

de lazs tGescterize (3)s L. Smith rroruso  un modelo senerzl de SR

3
~
P

considersndo aue hay uns Zran variacidn de los comronentes de 1z

teles comn substratos ¢ srertores termingles gue son dificiles de

combinar en un s0lo esauems (10). El modelo es el siguiente!




Substratos ordédnicos

{incluvendo NARKRZ)

Supstratos

inordénicos

A1 comrarar los modelos

hacterias

coinciden de algung forna en

(107

inclusendose

[eshidro-

denasss

Flavo-

rroteinas

Citocromos del

» ¢ atros scarrea-
dores interme-

digrios

FAG. 13

—pOxidasas —¥ 02

p—yitocromnos

Reductasas NO sNO ¢ NO

Acidos orddnicos

de SR rars 1las diferentes

esrecies de

las de este estudio nos rercatamos aue todos

BR) ESFORULACION BACTERIANA

el modelo zenersl descrito ror L.

Smith.

La esrporulacidn constituwe un caso esrecial de adartacidén celular

g ls disronibilidad

de nutrientes

err el medio

ambhiente(24). Este
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rroceso deneralmente ocurre a3l final de 1s etapg de crecimiento
exronencial, La esrorodénesis es un procesoc secuencial aue se
rresenta siemrre 8 cuando tends la carscidad denética 4 las
condiciones ambientzles rroricias en el cual cadas céluls en ludar de
dividirse rroducird una esrors intracelular (endosrora) en tiemro de 8

3 10 horas (6+12).

En 1z siduiente fidura se rerresents escuemdticamente las - siete
etaras morfolddicas en aque hz sido dividido el rroceso de la

gesporulacion (24).,

CEAMINACION
Y CRECIMIENTO

Sjac

€3PONA LianE FORMACION

/ MLAUMINTD AXIAL
e N ’
( =)
~

———— N PONMACION SLPTUN

DIVISION CELULAR

>

efu

Vit LISIS DEL FSPORANGIO
LIBERACION DE LA £SPORA N /
’ i
1
|
i
(~"))
" / HE ENYOLVIMIENTO
VI TEANINA u\ .

DL LA ESPORA

SINTESIS DE CUBIERTA
MESISTENCIA AL CALOA -—

v
SINTESIS DE CUBIIRTA

FORMACION DU
CORTEZA

<
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-kl estedio 0 rerresenta 2 l3 células vedetativa conteniendo dos
cuerros  de  cromatins en estado de divisidn mientras aue 13 esrors

contiene =dlo uno.

Al finel de la fase vedetativa e inicio de 13 esrorulante
(estedio I) los cuerrps de cromatins contindan cambizndo h3sta
constituir un filamento exiasl dentro de cade célula., A la formacidn
de este filsmento =2 ls comrartamentalizecidn de ADN viene 1s
invadinacion de la membrens celular oeue dard oriden 3l serlo
preesroral, el filazmento axisl formador une rarte serd destinads al
comrartimento corresrondiente 3 1a célula madre aque ocura dos terceras
rertes del esrorsngio w 13 otrs corresronderd zl de la rreesrora que
ocura el volumen restante. El estadio IiI lo vemos rerresentado ror
el endlobemiento de la sreesrora debido sl continue crecimiento de la
membrana en  le cusl lus  surerficies membransles que normelmente
pstsban en contacto con el exterior de ls cdlulss zhore se ronen en
contacto con el citorlesme de le rreecrorsy ror lo cuzly le rolaridad
de lz wmembdrang rreesroral externa estd invertids en relacidn 3 la
rolaridad de la wmembrana citorlasméticas (15), La etara IY marca el
inicio de la formocidn de la cortezs en la surerficie de la membronas
se  incorrForan los  Scidos diaminorimélicos (constitusentes de la
corteza) w 13 cistelns {constitusente de las cublertas de la esroral,

Ests etara os seduida ror 13 terminscidn de las cubhiertas rroteinicas
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de la esrora 9 13 sintesis de 3cido diPicoiinico (DFA) que es
transrortado al idual que el c&lcio al interior de la esrora. Con el
desarrollo final de la cortezs 1la masoria de las células esrorulantes
llevan 3 cebo un blancuesmiento (termorresistencis) de la rreesrora
consecuentemente 1s maduracidn de 1la misma (etara V w VI).
Finalmenter en el estzdioc VII se manifiesta la liberacién de la esrora
madura nedisnte 1a autolisis del esrorandio ocacionzdo ror enzimas
litices, La secuencias de eventos eue tiene ludar desrués del estadio

VI tiene unz duracidn seproximada de 7 hores en Hacillus cereus hado

condiciones normales de crecimiento (medio modificado 6) (146y 24).,

C) ESTRUCTURA DE LA ESPORA BACTERIANA

La sigduiente fidura correcronde 2 un modelo de esrora bacterisns

con sus resrectivos comronentes.,

e e it v e e e e v ¢ am s bai e S e an vaiam - o - - EES

PROTOPLASNA
CELULA MADRE

.
g \:‘
CIBIERTAS \ : . .
MIERNAS i : CUBIERTAS
-
. l ) . EXTERNAS
' B Q...ﬁ o :

} vERBAANA ! pstyisio} o GATERIAL

i connicaL g e e WICLEAN
4 b LI ‘
Al - I .
i T ." ! J

VEMNRANA IR SR - e PROTOPLASNA
PLASKATICA I ’ |] ! l
i i ——tod - CORTELA .
| ‘ . II. i . t
! LeCIPORIUM o M [ : !
i e s - i
! it . 2 i - ‘
Ll o Ilh |
Lo . .

| / :
i
1
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En 13 rarte exterior se arrecia a1l microscdrio electrdnico la
estructurs llamads EXOEFOT1LO que es uns cubierts delgzsde de
configuracidon varisble formadora de las cubiertas multilamelares de
naturalezs rrotéica, Leg srotelnss del exosrorio son resistentes 5 1o
geeion de mrotessass  sudiriendo ums  funcidn rrotectora de tsta
estructura, For debsdo de les cubiertss v sersvedss ror uns deldads
memipranzg se encuentrs la corteze ocurande arrodimadamente el 50X del
volumen de la esrora 4 comruests en 54 mayor Fsrte ror Folimercs de
reptidoglicano. El #rotorlssto o citorlzems de la esrors sislado  de
13 corteze ror 13 membrana mlasmétice contierne el meterial dgenético de
la esrors v la mevor cantided de celcio v DFA cue se acumulen durante

la esrorulacidn (77 24,

IY FROCESOS METAROLICOS Y RIDQUIMICOS

La esrorulacidn méds aue unae etara obligads en wvarias esrecies de
bacilos es wune resruests sl agotamiento de alddn nutriente de rarida
utilizaciodn en el medios deneralmente dglucoss v 12 fuente de nitrédeno

(6! 24)9 ]

Iurante la etara de crecimiento vesgetativo las células wutilizan
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£asi exclusivamente ¥ via dlucolitica wrars catabolizer log
caroohidreton disponibles rrinciralmente la d¢lucosa, Como

consecuencias de  este rroceso lss cdlulas excretan al medio rroductos
metapdlicos intermedios (Soido rivdvicos sedltico @ léctico) mrovocando

le disminucidon del &H del culbive (7).

Erm el trenscurso del crecimiento exronencisl lss enzimas del
riclo de los 4oides  tricarboxilicos (Ciclo de Krebs) se encuentran

rerrimides v ror ende no furcionsles (16).

Los bcidos ascumulados durante el crecimiento vedetativo emriezan
3 ser wtilizasdos &)l inicico de 13 esrorodénesis conduciendo a8 la
recuyreracion del rH del medio casi & su valor inicisl., Faralelamentes
el Cicle de Krebs se hsce fumcionzl sumentando la rresencia de las
enzimas cibrato sintetazay sconitase fumsrass v 13 enzima mdlics (24).
La sintezisz v degradscidn del  feido wroli-pets- hidroxibutirico
rresente en el interior de las coflulas esrorulantesy 13 dedradacidn de
las rroteines de loz diferentes tiros de ARN v le sintesis de nuevas
moléculas tambidn se llevan 3 cebo durante 12 esrorulacidn, En  esta
fesse ocurre un incrementc rnoteble en lg activided de NAIM Oxidass en

comeraracidn s ls sctividad resrivatorie durante lz etapz vedetastive
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E) EVENTOS FISIOLOGICOS

La secuencia de eventos aue ocurren durante 1la esrorulscién se

rerresenta graficamente en la siguiente figdurs?

ooco =

"

e Crectmlcnio

L romy

Oxidacion de?
acetato Resiuencia

Acldo Dipt-
colfaico

4

La esrorulacién se inicisa Pripcipalmente con el adotemiento de
sus fuentes de carbono ¥ de nitrbddeno, Al inicio de 1la fase
esrorulante se rresentan las enzimas del Ciclo de Krebs u las enzinas
catabolizadoras de 1a ardininay 13 rurinag nucleosido fosforilasa 4

aldunas exoenzimas({rroteasassy ribonucleasasy amilasa) ausentes durante
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gl crecimiento exronencial, En 13 etars rFrorismente excorulante (V3
5@ inicia ls scumulscidn de celcioy sintesis de  4cido diwicelinico

{hora <« medis dezruds de indcisds 1z incorrorvacdn del czlceio)s

sintesis de lzs srotolnes de lzs  cubiertze multilamelaresy, sintesis

del rertidodglicano corticsl ¥ sedursmente obres enzimes aque rarticiran

en la esrorulacion =ero no han sido estudiades (177,
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MATERIAL Y METODROS

Ern el rresente estudio se emrled una cers de  Hacillus  cereus

aislads v carscterizads ror Andreoli w coleboradores (13 u dongda ror
Californie State Unmiversity, Los AndelesyU8A, La cerz se mantiene en

vigles de sder nutlriente & temrersturs de 4YC.

@) MEDIOS DE CULTIVO Y CONTROL DE CRECIMIENTO.

El srocedimiento rars l2 obtencidn del hacilo fue sericticamente
el mismo Fara 1oz cultivos sercticoss  "cugel' ensercbicos o

anaerohicos salvo el fludo de aire zelicado 3 ca3ds uno de 2llos.

£l control @ las condiciones de crecimiente rarez los cultives
agrobicos ¥ microzerofilicozs fue el sisuisnte!’ 58  Frerarardn
gatirilizeron 13 litres de medio modificado 6 (200 que tiene laz
siguiente comrosicidn.
0.1% Eutrazcto de levadurs
D14 Saceross (axdear refinada)
0,24 (HH4:2 804
0.05% EL2HFOR

0,027 H3 504
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0.005% Mre 504 4H2

0.002537%7 Ca C12 2H20

0., 00057% Cu 804 7H20

0,000037% Fe B04 JHID

0,00002% Co 504 7HZ0

000087 In 804 7H2Q

de éstes cantidsd 12 litros fueron destinsdos a2l biofermentador
{Riofermenladores New Brurisuich Scientific Co, g Lentro de
Instrumentoss UNAM.) rare el crecimiento macive de 1ls becteriss el
restor  Tue rerertido en contided de S0 w 500 wmli 10 motraces de 250
ml conbterniendo 5¢ ml de medic 9 un melrdr de 2 litros con los

restantes 500 ml.

£4]

Los rases secuenciales raraz el crecimiento del culbivo fueron los

G
154
]

siduientest de la cara del hacilo mantenida en vizles se Lomd unz @
y se inoculd un metrér conteniendo 200 ml  de medioy  ze  didd en
aditscion & 200 remow  temreraturs de IN® 0 5 de dste matrdn
arroximadamente 3 horas  desrués  cuando  se girEe ey d crecimiento
(oralescencia del mediols se tomd 1 ml del cultive w se transfivid =

"

ptro de los matraces de 250 al con sedior &l rrocedimiento de  rerilid

de 13 mismsa manera en 4 ocaciones wds 3 intervelos de 3 horas

arroximedamente con ls  intencidn  de  homodenizar ¢ sincronizar el

crecimiento del ordanismo descuerde 3 la téenics de cultive activo de
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Collier (210, Ite l& dltims transferencizs se Ltomd 5 ml de mussbra o se
rastd 2l matrdz de 2 litros contenlendo 500 ml de medior rosteriormente
gy cyando se arrecid crecimiento el bpiofermentador fue inoculado con el
conternido  total del mebtrédz de 2 litros acowmrcfisdo de 120 sl de
solucidn de sulfato de mendganesoy 12 2 de sacsrose ¥ 12 4 de  extracto
de levadurs disuelts en 250 ml de esdus destilade ceds unos rrerarvados
y esterilizados ror serarado. Fara cuande el biofermentador fue
inoculsdo dste ¢& mantenie el medio wmodificado G (los 12 litros) 3 una

temrerztura de 20%C, sdgitacion de 200 rem 9 rresidn de 20 esiy el

A 3

fludo de aire voria de B 4 9 2 litroz rar winute derendlendo del tiro
de cultivo., Loz cultivos microgerolilicos z6leo disrunlan del aitldeno

ade se introducls 2l biofermentador 2 erresidn atmosférica 3 Lravds de

un conducto comunicads v sbierto a1 exterior.

£l crecimiento fue seduido eserectrofotomdtricamente nmidienmdo la
turbidez del culbivo 3 340 nm (Esrectrofosdmetro Beckman Modelo 350
¢l #H en un roltencidmetro w L3 resrirscidn en un odimetro  YSIL Los
eultivos  fueron examinades reviddicanente sl microscorio de contraste
de fszee rare evalusr el estsdo de crecimiento w el drado de
sincronia. En la etarz adecusds rars cads surerimento las cdlulas
fueron cosechadas ror centrifugacion & 5100 3 £ en una cenbrifugse de
fludo continuo  (Sharrles. Modelo T 1) wosteriorsente resusrendidas u

lavadss tres veces en Buffer Triz HC1 0.2 My 74 744 adicionede de Ca
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Cl2 5 mM (Buffer THMC) & 105000 x ¢ durznte 10 minutos 2 4°C en uns

fentrifuda Sorvall RC 2K, (20)

£l mismo srocedimiento se siduid rars el crecimiento snaerobico
con le szlvedad de oue el medio de cultive fue cambiado ror otro més

rico en nutrientes.

Tristicasa (BEL: 29 4/1%
Extracto de levadura 10 4/1¢
Sacaronsa 3 4/1t
Fe C13 &H20 7 mg/lt
Mn C12 4H20 15 mag/1t
Mg 504 7H20 15 md/1t
Mitrato de rotasio 1 4/1%

Fl #H fue adustzdo frecuentemente 2 7,4 rara evitar lisis en el
cultivo, El oxldeno sresante en el biofermentador fue desslazado con
fludo continue de mlbtrddenc de 2lte rurers rava garantizar un smbilente
g crecimiente btobsismente ema2robico, El nitrato de eotasic se usd

como 3scerstor final de electrones en sustitucidn del oiideno.
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HE HEMEEANAS

Las células obtenides fueron resuspendides on 1090 ml  de buffer

’y o

TMC 4 se ramrieron sn un freccionador celular (Ritd Celly Hodelo RM-1

Ivan Sorvall Inc,) 2 20,000 #3i < 4°C. FEl rroducto obtenido se incubd

durante 10 wminutos 2 temrersturs ambiente w2 gditecidn susve en

presenciz de unos rocoe coristales de AlNgse T (Sidme DN-100) con s

finalidad de

eliminar l& viscosided eroducids =or el ADN liberados

luedo se zfasdid 100 ml de puffer Tris-HCL 9 ze cenbtrifudd & 104000 3 4

durante diez

minutoss de  aeuls 1 rreciritado  degechd g ol

o~
bl

(73]
1

soprenadante (aue ez donde se ercuentran las membranasz) se  centrifugd

g 405000

4 durante A% minutbtos  rzre sedimentar  les membrenas

(BECRMANy LS-50F Ultrzcentrifusgel, El saouete se svd  tres veces

siduiendo el

mismo rrocedimiento. Fimalmentles les membhranss se

I

resusrendisron 2n 5 3 2wl de nuffer R2HFOG 0.1 H a3 #H 7.2 4  se

e

almzcenaron en nitrddeno llauido sara su utilizeoidn =osterior, La

rroteineg de lz membrama fue determinadas ror el método de Lowry (227,
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C) ENSAYDS EHZIMATICOY

1) OXIDASAS!:

Las actividades fueron determinadas ror el wétodo rolarodréfico
em#leando el simetro modelo 52 (Yellow Sering Instruments)., Las
aetividades de oxidases se eurresaron como  nancdtomes de  ouxldeno
consumido ror minutc For milidramo  de proteins [ nALO2(min +  ms

rroteinegy 3 . En los casos en ade 3se rresentd  sutooxidacién de  los

regctivos (coleorantes) los velores fueron corregidos,

l.a mezcla v mdtode rares el enssyo lLenls el sidulente contenido

lledando a un volumen final de 3 ml en la cubetz del oximetro?

z) NAlHoxidass

Cant.pdredads Conc Final

alBuffer KH2P04 G2 M #H 7.6 0:79 ml D05 M
miMembranas (052 2 0.5 md) .1 ml
crH20 destilada

Se colued &l electrodo 4w se redistrd hasal
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dINAIH 50 mM 0.2 ml 0.5 mh
Sp redistréd durante tres minutos la actividad

pIRCH 3 M 0.1 ml 0y mh

) Succinsto oxidess

a)Ruffer KH2FO4 0.2 M sH 7.8 0.75 ml 0,05 H
h)Membranzs (1 & 1.9 mg) 0+1 ml -
e)Surcinato 0.4 M 0.1 ml 0,21 M

dIH20 decstilads 1:09 ml -

e)RCN 3 mM 0,1 ml O+1 mh

8 incubd cince minutops sin electrodo rars  activary  desrués  se

coloct el electrodo 4 se midid lz2 actividad durante diez minutaos,

NOTAS Se corrid un control a3l erincirio sin succinato rars

conocer lz zctividad bssal (reaccidn auimica).

c) AscorbatosTHRFD o DCFIF ouidass
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)Buffer KH2FO4 0.2 M ~H 7.6 a7 ml 0,05 M
p)Aascorbato 0.3 M 0:05 ml 7:5 mH
cIDCFIF 7,0 wM o THFD 2,0 mi 0,05 ml 0.2 M
d)ﬁQU destilads 1e15 ml -

S redgicstrd dos minutos ls basal ¥ se imicid 1a reaccidn

Con MeROransss .

plMembranas (0.2 3 0.9 mg) 0.1 ml -
fIRCN 3 mM Nl ml 01 mM

2) OXIDORREDUCTASA

38} SuccinatolFMS+ICFIF oxidorreductasa

rerortado ror Land u

Gi
e

El enssyp se rezlizgé de  acuerdo
colaboradores (133 er una mezcla de tres wililitros & 30°C
conteniendos ouffer de fosfalo de rotasio 30 mHs sH  P06r  menmbranss
(arrovimadzmente .4 m3 de erotedng)y  succinate disgddico 20 My
metasulfeto de fenszinmg (FMS) 0.08 s (Bsker) llevados & wun volumen
fipal de I mwl con zzus destilada. Lo mezels de ensago s@ incund
durante tres minutos antes e 1z zdicidn de  los  colorantes. [
reduceidn del  DCFIP se  siduido  espectrofolowdliricamente & ACO nm

(EsroctroyFay Unicam SF 1800)., Se redistrd ls sctividad durente tres
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mirutos v se adiciond RCM 0.1 mM. Ls zctividasd derendiente de cisnuro
se cuentificd ror el cambio rroducido en la rendiente despuds de 13

adicidn del mismo.

La asotividad se exrresd como nanomnolas de ICPIF  reducido rFor

minuto For milisramo de rroteins [ nmolimin .mg de Proteina)'h.

E]l cpeficiente de extincién molar utilizado rara el DCPIF fue 21

mM-1 cm-1.

0) NADHIDCFIF oxidorreductasa.,

Fl ersawo fue realizedo de acuerdo & lo rerortado ror Lang o
colaboradores (13), Ls mezcls de ensa<o contenls buffer de fosfato de
rotacio 50 M 2 rH 7.4&5 membranssy HADH 104 mbe DOFIP 0,08 oM o ague
destilade nasta wvolumen finzl de 3 wl., L3 mezclae se incubd durante
tres minutos. La resccidn se inicid conm DEPIP. La adicidn de ciandro
y ls reduccidn de RHCFIF se llevaran & cabo 13wzl nue el ensavo

anterior,

Iy ANALISIS ESFECTRAL DE CITOCROMOS,
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Los ridmentos reseriratorios ssociados conm las membranas aislados
de células vedetatives w  esrorulantes fueron identificados wor
espectros diferencizles de reducido V§ oxidsdo & temrersturs ambiente
gy de nitrodeno  lleuide (77°K) en un esrectrofuldmetro de doble ravo
(Aminco DM 23, Las cubatas emrleadss rars  la deferminscidn 4
temreratisrs smbiente tenisn un rFaso de lur de 1.0 omy mientrasz aue las
usadas & bLemrersturs de nitrdgeno lieuido el raso de luz fus de 2.0
M En smbos cesos los membranss fueron resusrendidas en glicerol al
50%  (v/v), Los esrectros  reducidos VS sidado  se redisbraron
utilizendo come reductores NADH 5 mMs succinsto 30 wMs &@scorbato 10 wid
FOCEIF o TMRED 0.3 aM o ditionite (slsumos crisztazles), E1 reductor se
afiade 2 lz celds exrerimental v ambzs celdas (muestra w referencia)
con conseladas en  nitrageno liouido antes de dindcizr 13 lecturs

psrectrofotométrics,
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RESULTAROS

Para conocer el efecto de 1s tensidn de onideno sobre el Sistema
Resriratorio (SR} de B, cereus fue mnecesario hacer crecer dste
ordanismo baJo diferentes condiciones de fludop de sire. Se tond como
referenciz  las resultedes de Escemille « Benito (8) en su estudio
sonre 21 mismp orSsnismo  crecide & B litros de aire ror minuto
fcultive normall)sy A martir de zsts informacidn el trabado 2 reaslizar
fue la obtencidn de cultivos & diferentes tensiones de  oxideno hasta

(]

lograr el

or

procendiciones sneercoicss.  Low

w
~
o e
p—
P

crecimiento  del

cultivos serobicos fueron crectd

+

s o8 4w 2 Yitros de sire  rFor mingbo

[N
£

mientres aue los wmicroserefilicos fueron somelidos a 1z “miniss

(41
ol
3

tensitn de oxigeno's e: @3y 2 1la cantidad de oxideno disronible en
el medio de cultivo aue se introdudo 2 rresion atmosfdérics al
piofermentador 2 trevés de un comducto comupicade ¢ ablerto &l
exterior, E1l aire introducido fue mezclado en el culiivo ror medio de

aditecion a 200 reme FPars ls obtencidn de cultivas anaerohicossy el

oxideno fue desrlazado ror fludo continuo de mitraseno de alta rureza,

l.Log cultivos normzsles fueran cosechasdos en el estadio T3 con una

simncronia  de esrorulacidn del 207 2w en el csso de célulss vedetativas
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8 unad densidad drtice de 1.0 (A540=1.,0)., For lo aue resrects 3 los
cultives microserofilicos « anagerobicos dstosz nuncs  lledsron 3
esrarulear cozsechandose sienrre en le etevs vedgebative (ASA40=1,0). Sin
pmbardor  los  cultivos del bacillus » tensiones de oxideno de 4 9 2
litros de oxideno sor wminute si zlcenzaron 13 eters esrorulantes

aunade  les llevo més biemro aue el emelezdo en cultivos normales.  Su

coseches fue en la etara TY de esrovulacidn.

Les ceélulass obltenidas a3 4 litros de aereacidn no rresentaron
diferencias zignificatives an EJALH garectoristicss intrinsecas
comrarandolas con celules normalesy en coambio los cultivos crecidos 2
tensidn de 2ire de 2 litros ror minuto of manifiestan diferenciss de
tiro cusntitativo en los comronentes del S8R, La menifestecidn obvis
de las diferencias cualitetivas 4w cuaentitetives se rresentan en la

colulas crecides en condiciones microzerofilices 4 anserohicas.
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A) CULTIVOS CRECIDOS A DIFERENTES TENSIONES DE OXIGEND Y EN

CONDICIONES ANAERORICAS

La sidulerite fidura rerresenta una drifica tirica de crecimiento

Yy esrorulacién de B, cereus en medio modificado G baJdo condiciones

normeles! temreratura 30°C, aditacidn 200 remy rresién 20 psi oy B

"litros de zire ror minuto,

800 - 8.0-1
600 + —
X 704

[=Y
400 ) 'J
6.5 -
200 - -
6.0 -

. ©D.0. S40 mM

[»]

- 8.
reo R
-
o }
-60 =
o
| g |
X
-40 O
%
n
-20 o
3
<

Horos de crecimiento

i medidas aue se incrementa 1z roblacidn la demsnds de oxideno

aumenta ¥ el pH del medio disminuye debido 8 los &cidos excretados ror

las células,

El efecto inhibitorio ror KCN - resulta més efectivo
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durante 13 esrorulacidn aue en 13 etara vedetativa, Al zlcenzarse el
estadic T o de 13 esrorudénesis (cuatro horass desruds  de la
inoculaeidn) el corecimiento celular redoticamente se estabilize v el
consume de oxldenc disminuwe. For otro ladoy el sH se ve restituido
casl 3 su vaelor oridinal en virtud de aue en ésta etars los rroductos

wnetabdlicos intermediarios (fcidos) emriezen & ser uiilizsdos wor las
rélulas, Lops estadios subsecuentes de esrorulacidn (Tl T2y T3y etes)
se obtienen arroximedemente cada hors & rartir del T o detectsdo medis

hora despuds del rH  mindmo redistrado 3 mediante la observacidn al

microscdrio de contraste de fases,

La obtencidn de células crecidas 2 baJda tensidn de zire (4 9 2
litros ror minuto) erécticsmente no rresents problemssy  se obsery
pue 13 restriceidn de  oxidens @ la aue fueron sometidas no  es
limitente rars que alecancen ls face esrorulante. Sin embardos el
tiemro de crecimiento w esrorulacidn en ambos csses se incrementasl 3
4 litros las cdlules 2icenzen el estadio T9 arroximadamente 3 los 17
horas desruds de lz inoculacidny mientras cuer 3 2 litros de aereacidn
0T minutc esldunes célulass se lissrny no  obstanter leos restantes
esrorulan bien slecsnzendo 79 s las 20 horss de nsberse iniciado el

crecimiento,

Considerando que rno existen diferencias entre 13s védlulas 3 8 4 4
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litros de aire ror minubos szlve las descritas anteriormenter se ortd
ror el andlisis comersrstivo de las célulss ade manifiestan alsuns

diferencia en el comrortemiento de su SR,

i bien 13 restriceion en el fludo de ouideno a8 2 litros ror
minuto no es limitente rars ls esrorulacidny ezto no euiere decir oue
1z cedens resrivztorie no sufre cembios en sus  comronentes como 1o
veremos mis adelante cusndo arnalicemos su comrortamiento v resrupsta a

la bads tensidn de oxideno.

dhorar si revisamos los cultivos microzerofilicos rode2mos  anotar
las siguientes limitantes w  sclarar aue estas células rresentan
diferenciss rnotsbles en la formscidn del SR, Los ordaniswmos corecidos
paJo estss condiciones rresenten dos restricciones rrinciralmentes
nunce alcanzan la etars esrorulante ¥y como  consecuenciz de lo
anteriory no utilizsn low Scidos libersdos comc rroductos secundsrios
del metsbolismo celular, Debido & aue no has esrorodénesisy  los
dcidos liberados durante el crecimiento vegetztivo no son utilizados ¢
emplezan @ ser scumulazdos en el medio, Debido a dsta  zcumulszcidn el
FH disminuve roulstinemente convirtiendose en un factor limitante de
grecimisntoy For estor @6 neceszrio recuperar continusmente o1 #H 2 su

valor inicial con la adicidn de fosfate de robtzsioc dindsico 2l medic

de cultivo rare evitsar aue el crecimiento cee rerrimido o que se lisen
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las células, Fste tiro de culbtiveos alcamzan unsg densided delice
estable arrovimedamente 2 la 12 hores de crecimientor desruds de este

tiemro te ruede arrecizr lisis,

Otro tiro de cdlulas aue manifiestan diferencias tanto
cualitativaes como cuantitetives son sguellss crecidas en condiciones

anaerobicas,

Los rrimeros exrerimentos de crecimiento ansercbico se llevaron &
cabo en medio modificade § en esusencia de oxldenc w con Scido Tumédrico
como zcertor finegl de electremes en sustitucidn del oxldeno, l.os
resulteados  obtenidos ror une serie de exrerimentos indicaron aue lag
condiciones del cultive no er3n lios  sdecuadas rarz  sFarmibirv el
crecimiento cneerobico. A rartir de estas observacionss se modificd
el mediop de cultivo ror obro més  rice en nputrientes. lLag nuevas
condiciones erand  un medio con nitretos como oxidanter nitrddeno rars
desslazar el oxigeno ¢ surrecidon del uso del fumarsto, El tiemro
arroxinsdo de crecimiento de cultives snserobicos es de 13 horss sin
lledar munca & la etars esrorulsnte.

Al microscdrio se observe movimienton de los bacilos debido auizd
g ls rresencis de un fladelo desarrellsdo ror las célules crecidas en

este ambiente. Serlsz orortuno el estudio de este comrortemiento en
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futuros trabsdos,

B) ACTIVIDADES RESFIRATORIAS Y ANALISIS ESFECTRAL DE CELULAS

VEGETATIVAS Y ECSFORULANTES

El andlisis rrevio de cédlulas vedetativas v esrorulantes crecidas
normalmente nos rermite realizar los siguientes andlisis y
comraraciones, For un lado las célulss aue fueron resrimidss en el
fludo de oxigeno dursnte su crecimiento ¢ alcanzaron 3 esrorulary 4
For otror geuellzs aue no lledaron 3 la esrorddenesis como  son las

crecidas en ambiente microzerofilico v las anaerobices.

1) CELULAS ESFORULANTES

Se indicd en un rrincirio aue las células crecidas 8 4 litros de
#ideno ror winuto ror mo  sresentsr diferencias sidnificetives en
relacidn & las obtenidas en condiciornes normales auedahan fuers del
anélisis comrarativo considerandose dnicemente 3 las cédlulas

esrorulantes crecidas 2 tensidn de oxideno de 2 litros ror minuto.
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a) Ouidases v Ouidorreductesss

La table III rerresenta los wvclores de 1as getividades
resriratoriss de membramas de células esrorulantes crecidss en medio G

g tensidn de ouigeno de 8 w 2 litros de aire ror minuto.

l.a comraracidn de los valores mos indicen aque las actividades
esrecificas de lazs membranas esrorulantes T3 de cultivos crecidos 3 2
litros de sire son mds rarecidas &2 las actividsdes de membranss
vedetativas oue & las de esrorulentes de célulss normales, Do ests
forma vemos aque la actividad de la NADH oxidass e celulas
esrorulsntes de 8 litros es 8.2 veces mevor aue l& encontrada en
eéluylas esrorulentes de 2 litros de airer en tanto auer 13 actividad
redistrade ror 1o csuccinsto oxidess del rrimer tiro de merbranss ey
1¢8 veces mavor aue las sesundas w la mezcls artificial de ascorbato +

THFD menifiesta de i 1 manera wurms mawor ectividad en odlulas

A58
Gt

o
normales (10.3 veces masord. El mismo comrortamiento se resistra rara
NADIIHI DCFIF sidorreductassr no asl rara 13 succinstolFMS + DOFIF oue
rresenta  ung bsde sctividad en las membranzs ecrorulantes T3

comeraradas con lss membranss de culbtivos & B litros de aire,

La diferencis en la asctividad enzimdtica nos sudiere nue existe
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una mepor  concentracidn de los comronentes de la cadens resrirstoris
conforme se disminuge el fludo de oxideno en los cultivos. Este dato
se corrobora 51 anallizemos los esrectros diferencialesy

corresrondientes w vemos aue existe 1a misma composicidn sde citocromos

P

desde el runto de viects cuslitstivo rerg hay una mercseda diferencia

puantitstiva entre ellos.,

Lz bada sctividsd de membranas 8 2 litros rodria considerarse
pomo  consecuencia  lddica debido & la reduccidn de fludo de oxideno
durante el crecimiento eque viene 2 zfectar seriezmente lo formaeidn del
SRy ademds de laz rarticirscidn de diferentes factores no controlsdos
cuando se reslirzeron estous exrerimentos, A decir de log rroblemas
rodemos  sefialer los siduientes: el redistrador del fludo da asire
{(fluxdmetro) no detects com exsctitud la tensidn de oxideno & ovue zon
sometidos los culbivos w en esrecisl 2auellos aque fusron restringidos
en la srlicacidn de éste, Foer obtro lados los boiofermentadores
utilizedos en la obtencidn de cdlulas no cuentan con los disrositivos
adecusdos rare redictrar no lg centided de aire srlicedo sinm la
pantidad de oxideno disronibkle introducide a8 través del flude del
rrimero. Este es cuizd el factor aue mds influencis tuveo en el
crecimiento v ror ende en ls asctividad reseiratoria ror lo siduiente!
gl oufdeno rresente en ol sire eouivelente a1 204 de la wmezela  tobal

fue constante durante todo el tiemrosr mientras aue la demends ror Gste
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aumentd conforme crecid 13 roblscidny ool 1s cantidad de  oxideno
rresente fue dictribuido de wmenersg rrororcionsl & los organismnogy
gorresrondiendo cade ver menoe 3 medidas aue bLranscurrid el tiemrn uw la
roblacidn crecid. For lo tantor no rodemos ssedurasr aue los cultivoes
fueron crecidos con la misma cantidsd de ouldenc durante bLodo el
tiemros 4 resar de lo anteriors el menedo de los resultados oblenidos
no 2lterz ni modifica ls interrretacidn aue de estos se hages 98 aue
todos log tiros de cultivos estuvieron sometidos & les consecuencias o

pfectos descritos anteriormente,

Consideramos aue los resultados aaul =lssmados serisn los miszmos
si el control de ouideno fuera mds estrictor salve lz mavor definicidn

y exectitud de log resultesdos obtenidos en cads exrerimento.

Fara futuros trabados va se cuenta con eauiro acondicicnade Fers
el contrel de oxideno wror medio de un electrodo oue detecta la
cantidad de mxisenq rresente a3 la ver que indica 9 reguls el fludo de
gire ue entre a8l biofermentadors curersndose de ests maners los

obstaculos rresentados,

h) Citocromos Asociados 2 Membranas Esrorulantes
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La fidura & rerresenta los esrectros diferenciales reducidos con
ditionita, NADH» ascorbato + THPFD y succinato de membranas

esrporulantes de cultivos crecidos 38 2 litros de aire por minuto,
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13s obtenidas normalemente en etara esrorulante,

l.a reduccidn comrlets de lz cadensg resrivatoris con ditionita no
whibe ninguns diferencizs notsixle entre los comronentes del sistems de

ambos tiros de membranes esrorulantes, En todos los ¢

$0s  GE

G

rresentan ricos s 424y 52¢6 ¢ 583 nm ocorresrondiete & citocromo b oy
obtro 3 442 nm que se relscions con el citocromo &l Ern la redidn ALFA
ararece citocromo ¢ rerresentzdo ror los ricos & 9519 v 348 nm que se
manifiestan como hombros no muy nien definidox., El citocromo 2 4+ &3

es reducido rerfectamente (rica a8 &02 nm).

Los esrectros diferenciales reducidos copn NAIHyYy  succinato w
ascorbatolICPIF  tamroco rresenta srandes diferencias cuaslitativas en

la Frresencie de citocromosy en cembior la caracidad reductore de  NADN

Vi

en  membranas crecidas & 2 litros de wildeno menifiesbte diferencias
cuantitativas en ls reduccidn de sldunos citocromosy ror  edemelor gl
citocroms 23 (443 nm) ce increments mientrass gue b (4246 nwmd disminuwe
gxhibiendo 2l mismo tiemro un ligero hombro a 416 nm aue corresrontde 3
citocromo © 4 otro hombro com masor defimicidn & 912 nme El mico de
citocroms ¢ 8 920 nm auments notsblemnente mientras cuey en cultivos

icos de citocromo o 43

]

normsles casi no se eresente, El tamafio de los
b (548 49 555 nm resrectivemente’ se invierten 4 se grrecie un lidgero

hombro 8 944 nm aue se relacions com citocromo o L3 reduccidn de
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membranas normales con ascorbato + THRD desenmascsrs claramente dste

citocromo & 542 nm.

El srdlisis del esrectro diferencial de membranss esrorulantes de
eultivos 8 2 litros de oxiderno reducidos con ascorbatoiDCPIF nos
xhive rerfectamente la rresenciz de citocromo o (414 nm) = 1l
formacidn de un valle a3 426 nm en ludsr del rico mara citocromo by rov
otro lados srarece citocromo 83 (4495 mm) ¢ un homoro 8 450 nm cuwo
ropronente desconocemncs, La reduccidn de los citocromos aue se
Jocalizan enm 13 redgidn S00-430 nm del ecsreciror se comrorta de  naners
gimiler con sscorbetoelCPIF que con NADHP  ce rresentan ricos en el
mismo orden v comrortemiento, L& reduyccidén con sdcoinsto no rresentas
variacidn si comraremos los esrectros de membranss normales con las de
cultivos crecidos 2 tensidn de 2 litros de  oinfdenc ror minuto, La
diferencizs notatples entre ambos esrectros sond  en wenbrenss de 2
litros de oxideno srarece citocromo ¢ (418 nmm) 4w citocrowmo &3 (442 nm)
formando lideros nhaombros mwientras aue el citocrome b oo 4246 nm gueds
enmascarado, En el esrectro comrerabtivo el rico de citocromo b (424
) se  observs cleremente rero no se erFrecia ni citocronn o ni &3 en
el mismo rango de absorcidn del snterior., En l2 redién de S00-65%0 nm
ambos esrectros sresentan un eico 2 912 nmm (de ooweusicidn
decconocida) w otro & 924 nw que corpesronde &  citocromo o con la

observacidn de onery el rico 3 312 rnn es masgor en célulss 2 2 litros de
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aire ¥ el citocromo b se deda ver medor en cdédlulas normsles,

Anelizendo los diferentes reduclores emrlecdos en membrarnss s 2
Yitros de aire obesrvamos auer 2 rrimera viste ¢ comeravandolo rcon el
garectro reducido con ditionite (fidure 3) se observa aue la reduccidn
de & cadeng con HADH v azcorbeto +  THFD increments los sicos
corresrondientes 3l citocromo o (443y 519 2 348 nml) w reduce con menor

9SS nmde  en cempior 1a

i
TJ
O~

gefectividad &l citocromu o (42&y
reduccidn de la oxidsss ‘termimzl 3 + 23 ne se ve modificads
grandemente, Una  observacidn més es 1a rresencia de un hombro s 512
nmoen loe esrectros by o (NADH % sscorbeto +  THRD resseclivemente)
gsel como wun rFico 3 416 9 valle 8 426 nw referido 8 ciftocromo ¢ 4 un

hombro a 542 nm relacionado con citocromo o e el eseectro o

La incubscidn de lzs membranes wor soriodeos de 40 minutos w
reducidos con NADH nos wermite ooservar con magor claridsd el
citocromo c 2 414 nm asi como el resto de le cadena del SR (no se

muestral.

lL.a caracidad reductora con succinato es muy robre desermascarando
a3 vprecar de esor lg presencie de citocromo ¢ & 416 4 un #ico & 312 nay

asl comos citocromo b v 3 4+ ad.
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La formacion ¢ niveles de reduccidn de los citocromos de  1las
membranss enalisedss resronden haste este momento 2l nodelo de Cadens
Resrirstoris rostulsds ror Escemilla ¥ Benito (&) donde se vlantes 1o
presenciz no s6le del citocromo & + 23 comp Ynic2 oxidase terminsl
simo 13 sarticirscidn del citocromo b 942 eue doneg los elegctrones
directemente 2l oxldenc teniendo funcidén homdloda sl cilocromo oxidass

3 t al,

tra oxidasa terminal es el citocromo 32 aue se manifiestz bado

las condiciones aue 3 continuacidn revissremos.

2} CELULAS VEGETATIVAS

lL.as célulss crecidas en condiciones de anaerobiosis Y

microserofilicas rresentan diferencias harto elocuentes comraradas con

fase esrorulante sino en la

w

13s normales no sdloe en aue no ezleoanzan 1

comrosicion de sy SR.

f resar de que ambos tiros de membranss rFrovienen de  células
vedetstivas es rertinente hecer zldunas zcleraciones aque nos lleven 3
una medor diferencizcidn 4 entendimients en cuanto 3 su comrortamiento

Yy resruests a las condiciones en aque fueron oblenidss,
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La rrimera 9 princiral diferencia consiste en que mientras unass
fueron crecidas en rresencie de onideno {(microserofi{licas) lss otras
fueron obtenides en condiciones anegerobices v en medio de nutrientes

diferentes (ver médtodu).

Las caracberistices de dstas membrznas serdn anzliszdas Y

comraradas con las del tiro vedetativo de células normales,

Ls tabls IV rresents lass sctividades resrirstoriss de membranzs s
8 litros v microserofilicas mientras aue lz btabla V corresronde 2
membranss  anaerobicas. La rrimerz arrecizeidn es 1z resruests
resriraterie 3 la rresencia de oxigeno en los cultivozs 1l lddica
sigue conservendoses rFues lg  gctividad reerirsloris de membrenas
anaerobicas es menor @ las microserofi{licss 8 la ver dstas son menores
g las de 2 litros 4 chvizmente & las normales. 81 revisamos las

colunmas corresronnientes o 13 sctivided esrecifics de odlulas

DES

a 1

oy
3

normales dividids entre la sebivided esececifica de cads unag o
otras membrance nbtenemos los velores corresrondientes & le cantidad
de veces aue es masor la sctivided resrirztoriz de menbranss nornzles,

aue las membranes vedetativas normales es 2,54 « 1.90

G

Aslsy oahservamo
veces masor rarz NADH » zscorbeto + THFD oaldassze  reseeclbivamnernie  en
relacidn & las wmicroserofilicsss en  lanbo aues comrarzdes cun las

anaerobicss es 4,09 4 &.66 en el mismo orden 9w 7 veces més  con
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succinato oxidasa.

La bade ectividad de 1z ascorbato + THMPD oxidass ruede ser
atribuids s 1a casi totsl ausencis del citocromo oy Fues como vimos en
3lddn momento dste  reductor dons directemente los electrones &l
citocromo mencionasdor  ror olvro lador lz HADM oxidese e¢ robre en su
gctividad 92 oue no cuents con un sisteme acarreader de elecbrones tan
comrleto como el disronittle en membrens:s normsles, Atiorer la
succinato oxidass aue tiene una baJdas actividad reductors: sauls se ve

rrécticamente eliminads en su funeion.

51 las ouidasas se ven limitadas en sy funcidn enzimdticas
entoncess las swidorreductasss corren el mismo riesdo en tanto aue
wiste una relacidn intrinsecs entre smbas actividades reseiratoriass
For edemrlos en membrenas normesles vemos que las sctividedes de las
pridasas (3] menos la MNADH)Y se  incrementan reserondiendo & a2 Zran
getividad de las ouidorreductzse 2 en las microgernfilicas y
anserobicas disminuve en resruestas 3 13 rocad asctividad esrecifice de
los comronentes del sistema w2 aue le cadens reserirstoris se ve

modificada seriamente.
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Veamos esrectrofotométricamente

mencionado.

a) Membranas Microaerofilicas
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Tres son los cambios menifestados claramente en éste tiro de
membranasy srimervrory se increments el citocromo b 9 cosl desararece Cy

do citocromo oxidass @

sedundory dizminuve dromdticaments le rresencis
+ 383 ws aup dstz ez une oxidesa  de cdlulas  zerdbiass  aue a3l
desarrollasrse en un medio microserofllico zu #resencia « funcidn rasa
3 un sedundo rlaro 9y terceros se manifiesta un citocrome sfin For el
wideno caraz de cartsr 1o rocs cantidad de dste en el medio. Ezste
citocromo es lo que se ha considerado como la tercers oxidess terminal

del SR de EBacillus cereuss citocromo 32,

Los esrectros reducidos con ditiomitas NADH w sscorbato + TMPI o
ICPIF dedazn ver dréficemente lo sefislado con asnterioridady szlvo 1z
reduccion con succinato aue manifiestas une déhil  ceracidad reductors

de la cadens (no srarece en ls fTigura).

Cuando imhibimos la zctividad resrirztoria con KON 1,0 mM nros
rercatamos aue éstz no se detiene comerletzmented 1z actividad de NADH
2.9 mH disminuve totslmente 3 slizs concentrsciones de KCH el  isguasl
aue  TMFD 2 mM sugiriendo 3 arosando ls tesis de que el citocromo & +
33 no es la dnica oxidass terminal en el sistems e indicando aue hau
vias 3zlternss de fludo de electrones con diferente senszibilided al
pianuro siendo dstes  las aus  hemos mencionado con anticiracidng

citocromo b 9562 4 citocromo 32y aunaue no estd comrletamente definido



como éstos citocromos resronden 3 ls imhibicidn por cianuro.

b) Membranas anserobicas
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La resrueste de édstas cdlulass 8 13s condiciones de crecimiento es
rotundas sbdlo sintetizs citocromo D 9 muyw gobremente citocromo a8 + 83,
La formecidn del &R con estos  comronentes se  debe 2 aue  las
condiciones de crecimlento Tueran en extremo estrictes » limitantes a

resar de aue disronis de o medio de cultivo exederzdamente rico  en

nutrientes zoomeefado de nitrato como ascestor final de electrones,

¢) Citocromos Formando Comsledos con CO

En los esrectros de membranas anaserobicaes 9 microagerofilicas (2 y
bt resrectivamente) reducidos con ditionita + COQ V8 reducidos con
ditionits s temrerstura zmoiente rodemos identificar la rresencis  de

los citocromos b 562 4 a2,
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 DITIONITA +CO VS DITIONITA
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La incubacion con aditscién de 1la membranas reducidas con
ditionita en ambiente saturado de CO revels claramente le rresencia de
los dos diferentes citocromos unidos a mon6xido de carbono. Cuando
las membranas fueron sometidss 8 reriodos de incubacidn de 9 9 15
minutos ararecid un pico 3 416 nm ascomrafiado de un velle a 430 nmy

sugiriendo 13 rresenciz del citocromo b 562 unido 2 CO.
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Con resrecto & citocromo 22 cebe sclarar aue 13 resccidn con
mondxido de cerbono  rrovoca un cambio en el rico de reduccidn
amrliendo le longitud de onda (22) #or éstos le rrezencia de 32 18
locelizemos en el pico elrededor de los 643 nn v no en el randgsn de
absorcion de 630 nm como se rresentz Heneralmente en los cultivos

microgerofilicos,

d) Concentracidn de Citocromos Asociados & Membranas

La concentracidn individual de citocromos asociados en  membranss
yedetativas de cédlulas microserofilicas 4 snzercbicas fue calculads de
los esrectros diferencicles reducido con ditionits VS oxidado
reducidos  con ditionits + CO VS reducidos con ditionita. Los volores
obtenidos fueron comrarades con los rerortados rFor Escamillas v Benito

(6) tabls VI.

Se rerorta oaue 13 concentracidn de citocromos de membranas

esrorulantes es mador 3 la de vedetativas (ambas Jde cdlulas normales)

=

con incrementos que ven de 1,786 = 4,33, Ahorer si revisamos

1.

concentracidn de citocromos de membranas vezetativas tanto de células

normales como de microzerofilicss v anserobices nos rercatsmos aue le

concentracidn de citocromos rreczentes en  los dos dltimos tiros de
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membranas es mswor & las normelest lg rresencie de citocromo bEIS  es
2,0 2 1.5 veces masor en membranas sicrogerofilicas ¥ anserobicas
resrectivamernite 5 en tanto aues citocrowo 0-CO (b S&0) es Gv4 v 4.4 en
el mismo orden. For lo aue reseects s citocromo a2 5 los restontes no
se tiepne relacidn rorquer 22 ararece en trazes v los  otros no  se

eresentan o se manifiestan en reauefis erororcidn ( figsuras 798 4 9).
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ENTINA TENSION IE OXIGENC Y ETAFA CELULAR ¥
(Act, Esrocifica)dy
g LTS/MIN RELACTON 2 LTE/HIN RELACION
[fE FILI]H [lE ACTE

Yed, Egr, T3 Esrp T3/ Ves, Eszrp, TS Esr,T3/TE

NXIDASAL

fuccinsto 18 18 1.00 10 1.8
HATIH 43 294 5,88 34 8.2

Ascorbato + THRIRYX 35 344 . 9.88 | 33 10,5

WIDORREDUCTABAS!

SucecinsbolPMIHRCFIF 148 202 1,36 26 7.8
NADM LOCRIF 95 342 be36 a4 beb

Teble IIIl.~ Actividod resrivatoris en membrenss de Bacillus cereus
erecidss 3 8 9 2 litros e gire ror minuto.

Yoo eocrovulentes moermolos fueron cosechedess en le etere T3y en
ire #ar pinuto, Lo rressracidn de

s
_—
i

—

b

¢
5
mh

3 3 crecidas o ° litros de 3
g5 menbrence oo descrine en on'lodes,

% Le sclividad fice de laz wewmbrzoss ostd exerressds en nmol
{min 2 ad do =ratodne care les oxidorreductasss 3 como nALDD
{(mire o0omd de sreololing) rars las ouidasss,

XY Se ousd THRED o oentirenazs celulsres de 8 litros/minuto de zire v
DOFIF en mewmbrenos de cultives crecidos 2 2 litros Ze zire ror minuto.
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Table IV.~ fActividsdes resrirvstorics en menbrenss de Bacillus cereus
Crecides en candiciones microsarafilicas.

Las c’lulss “e;etatxuas normales fuerocn cocechsdos & A540 = 1,25 v
g Tices 5 A%40 = 1,00

¥E o Lss activideaes szrecificss de las membranss estén exrresadss en
ol Imdnow owmE de orrobe jnu/\ vars las oxidorreductasa v ocomo mALOD
(minubo 3omd de ,ru( tnz)yY rars 1os ouidesas.

Y Se usd THPD < DCPIF indistintazmente rara membranes rnicroserofi{licas.
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Ved, Esm, L1 Esr, T3 Ves, Yoz, Norn
Ves, Ved,Ania.
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fuccineto 18 18 1.00 2.57 7,00
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NATHH A2 6.88 10350 4,09

Asc. tTHFD o DCPIPS%¥ 33 346 7.88 5425 b.66

NIDORREDUCTASASE
Huco, tPHE  DCRIF 148 202 1,36 3.00 29.50

342 6.36 2.20 25.00
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Tshlas W~ Actividar recrirstoricss en membranas de Bacillus cereus

des
crecidas en condiciones asncerobicass.

- lulas vedetetivaos normsles fueron cosechsdes & ASA0 = 1.25 u
rak

inas 5 ATA0 = 1,00

entdn exrresadss en nmol

®Y Las actividodes ozs0c0ifica 5
3 aructasss 9 como nALOY

3
(win w w3 de rrnteinas ™ raras las oidorr
fmin o0 g de srolefasraes 13z anidsasas.

K¥k So ousd THPL o DOPTE indistinbamonte rarz membranss anaerobicas,
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CONCENTRACION DE CITOCROMOE (%) Y ETAPA CELULAR (%2}

B LTS/MIN COMCEN- MICRDAERO- CONCEN- ANAERO- CONCEN- -
TRACION FILICAS TRACION BIAS TRACION °

CITOCROMOS Ved, Esr. T3 Esr,T2 Ved., Ved.Norn, Ved, Ues.Norm;,
es. VesMicro.. . Ves.hnas
a t a3 0.1 0.28 2,50  TRAZAS e TRAZAS e
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Tabkla VI.,- Citocromos ssociados 2 membranas de Rscillus cereus de
células normalesy microaerofi{licas v amaerobicas. (X)

¥ La concentrecibn de citocromos fue calculada 3 rartir de los
esrectros diferenciales de reducido con ditionita VS oxidado con
rpersulfato a temreratura ambiente. La concentrzcién de citocromos
rars los comrledos &3-C0 v« o0-CO0 fue cslculede de los esrectros
diferencizles de reducido con ditionita + €O VS reducido con
ditionits. En ambos casos 1a concentracidn de citocromos se exrresa
como nmol % md de rroteinas El coeficiente de extinsién molecular
rera el célculo de las concentraciones fue tomado de Felix u Lunddren
(14),

¥t La eded de lss células sp describen en las tabhlas IV u V.
$¥¥ El citocromo bS542 fue medido como o-CO,

(%Y Tomade de Eecemilla y ERenito (6) w comrlementade con los
recsultsdos de éste trabsJdo,
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Tebls VI.- Citocromos ssorciezdos 2 membranss de Bacillus cereus de
células normalessy microaerof{licas u anaerobicas. (X)

X La concentrecién de citocromos fue calculada a3 partir de los
ecrectros diferenciales de reducido con ditionitas VS oxidado con
persulfato a temreraturs ambiente. La concentracién de citocromos
rars 1los comrledos e3-C0 v o-C0 fue cslculedz de los esrectros
diferencizles de reducido con ditionita + CO VS reducido con
ditionits. En ambos casaos 1a concentracidén de citocromos se exrress
como nmol x md de eroteinas E1 coeficiente de extinsiéon molecular
rera el céleulo de las concentraciones fue tomado de Felix v Lundsren
(143,

¥ La eded de las célules se describen en las tablas IV u V.
$%% E1 citocromo b342 fue medido como o-C0,

(%) Tomade de Eecemilla u Benito (&) « comrlementade con los
recultados de éste trabado.
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DISCUSION

los estudios saul descritos demuestran que la tensidn de wuildeno

durante el crecisiento del cultivo Jdueds un imrortsnte rarel en 1a

ereresion del siztema reseirstorio de Bacillus cereus,

En este estudio debido 2 la faltes de recurszos instrumentsles
arroriados no fue rosible hacer una evaluscidn estricts v cuentitativa
de los efectos de la tengidn de oxldenoy zin embargor loz  resultados
50M suticientemente ciaros FETS zsedurar ade 1a composicidn
cuslitative » cuantitetive de citocromos en el SR cambis de nmsnera

dromdtics & medide aue 13 tensidn de oxideno se arroxima & un ambiente

microserofllico.

Cuando se disminuge 21 flude de oculdeno-burpuden 3 4 v 2 litros
de zire ror wminuto (figurs 4y tesbola IID) no se observen cenbios
cualitetivoa en la comrosicidn de citocromos ¥ oxidorraductzsass,  rero
si es «claro ocue une disronibilidad restringide de oxigenos srovocs en
primer lusgrs wuna velocidsd mis lentz de crecimiento  debide auizd 2
gue el oxldenc ze convierte en el factor limitante de la velocidad de

crecimiento,  [Del mismo modos rodemos  ooservar  aue 1

<
oy

niveles de

citocraomos Y oxidorreductosas s3e  encuentran sidnificativamnente
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dieminuidas gobire todo er aauellos cultivos reaglivados a
fludo-ourpgdes de 2 litros/minuto (figura & tablas III ¢ 1Y), Este

nallevsgo concuerds con las  rvesultedos  rerortedos  ror Tochilubo  en

Bacillus  suptilis (3 auien encontrd aue 13 disminucidn en la tensidn

de oxldeno en el cultivo causes  un decremento en  l3s  actividades
restirstaorias  de dste  organiszmo, Sin embardgos la reduccion en la
tensidn de ouldeno no s6lo erovocs la  reduccidn de las actividades
resriratoriasy w3 oauer en el case de los cultives microaerofilicos
donde 1z tensidn de oxideno se encusatrs  muy CRercana 3 la
aneerobiosisys clersmente se demuesirs un efecto diferencisl sobre la

comrFosicidn del SR,

Er los cultivos micreoaerofilicos ocurre quer mientras la oxidass
a + 83 wmyeécticenente no se sintetizsy 1z oxidess 32 asarece en
niveles aue nos rermite sy clers didentificacidr wror el rice de
sheorvcidn  Tormado & &30 nm oeuhibido en el esrectro de reducido con
ditionitas V& ouidedo {figura 7y identificéndols tembidén en el
gsrectro reducido con diticonits + CO mor 3u banda de sbsorcidn s 643
o (figurse 4 v %), Lo anterior ec de rarticular inrortancis debide 2
aue en los cultivos domde 1z serescidn no ¢ factor inmrortante (B
litros de 2ire ror minutods el citocromo a2 rresenta ums  déhil  bends
de absorcidn oue nace  dudar sobre si realmente estd rreszentes  Los

cuyltivos microserofilicos nos rermitieron demostrar feacientementa 1la
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rregsencis de ls oxidasa 32 en Bacillus cereus (6).

e lo anteriors concluimos aue le sintesis de 1s oxidssa a + 33 9
raralelemente ls sintesisz del citocrome ©r que es su donsdor de
electrones director son favorecides =or el incremento en 1z tensidn de

et I
2

£

3 recea

oxideno, For otrg lados le elevads concentracidn de este s
tener efecto inhibitorio sobre la sintesis del clitocromo 222 sintecis
eue 38  vers favorecida wror badas  tensiones  de  oxideno, Estos
resultados estén de ascuerde con lo rerortado en otras esrecies
bacterianas (217 aue siguen el comrortamiento arribs descrito frente a3

13 tensidn de axideno.

Lo snterior tiene imrortantes imrlicaciones en la ecolodgis del
microorgsnismo estudizdo en el rrecente estudio, Esta bacteris va @
ser cerar de sezulr creciendo ¢ reszr de emrliss fluctuasciones en la
tensidn  de  uvalgeno, simrlemente induciende ls sintesis de la owidassa
arroriade 5 les condiciones de su hebitat trensitorio, Se hea

22 tiene clta zfinidad ror el oxideno con Rm

o
[
o
w
0

demostrade aue 13 o3i¢
menpres @ 0.2 microminimolar con lo cual se asedurs 'la utilizecidn de

videno en condiciones en aue édste elemento escacea,

Er embiente microserofilicor la oxidass 3 + a3 sariz ls drtima &

utilizar debido 8 oue desde el rFunto de vista de sreservacidn de
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enerdla es bien conocido oue esta oxidass tiene un eanal de wsrotones
asociadosy 49 con estor la rosibilidad de formar un gradiente srotlan
motrizy roe 1o bantor 1o mresenciz de LA tercer sitio de
fosforilacidn, Jdories  (23)  he suserido aude existe uns  estrechs
relacidn en 13 comrosicidn del SRy carscidad ears  fosforilar v el
nabitat em oue lz bacteria de desarrclle. [ acuerdo con dste sutors
las esrecies que crecen enn hebitsls robres (fuentes de carbono 4
gnerdiar no  se rueden dar el ludo de utilizsr SR con beds eficiencis

en la fosforilecion oxidetiver ror edemrlor E. coliy K. rreumonisces

E. megsteriums E. licheniformic v EB. gubtilicer rresentan custro

sitios de Tosforilacidn en su SRV 13 resceidn de  transhidrogenasas

(sitin I o IIY w los sitios de le citocromo oxidsss (sitiag III). En

T

pambior en M. lusodeiktiwss ﬁ:. luwoffis "5y ovalis Chester w H,

entrofe que crecen en medios ricossy  rueden utilizer un SR menog
eficiente en le preservacidn de lz enerdils, En estos casosy  las
haclterise reTeridos Freden carecer del sitio IIT w IV de

fosforilacidn.

Se ha suderido aoue lz oxidasz 32 no tiene sitio de fosforilacidn
ssociador  ror tantor su ubilizscidn imelice ls rérdide de imrortantes
centidzdes de ATF rolencizly rero si rensemos ror oiro lado cue la

pxidass 22 tiene bhsdz afinidad sor oxideno entoncesy comprender2mos

aue 13 bacberia necesita sacrificar el rotencial de fosforilavidn ror
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1l nmececidad sheoluts de sedulr resrirando 4 creciendo aungue ses @
velocidades considerablemente menores aue las  observedas a8  wsyores
concenbreciones de oulgeno donde la oxidass 3 + 83 es la ounidasa

Lerwingl.

L.a induccién de la oxidass 82 ror la bade tensidn de oxfdeno es
urma caractoristicae deneral en las bacterias facultstivasy sin embardor
gn el caze de bacterias fidsdoras de nitrddgeno se ha visto un
comrortamiento contrario, Cuande la tensidn de onldeno se incrementss
la bacteria fidadors de nilréddeno induce 1l sintesis de ls oxidass a2
con el obdeto de menterer les condiciones anzerobices en el citorlosma
gue se readiere parg el correcteo fTuncionamiento de la nitrogenasar
sistems enrimébico resronsainle de ls fidascidn del nitrddenor oue es

ingctivada ror el ouiseno.

Entoncesy el rarel hiolddico de la oxidass 32r si es gue se
demuestra que no tiene zitio de fosforilacidn asociados deberd ser el
de une via de oxidzeldn likre (no contribuywe 2 la formacidn de  ATFD
aue serd inducide dursnte situsciones de emerdencis en donde se
reaulerars #0r edemrlos Fare sedulr reseirando 2 una muy  bads  tensidn
de owldeno como 2l rerortedo en el rresente estudior o Riens rara
eliminar tode cantided residual de oxideno aue rudiese ser nocivo rara

el rroceso mebabdlico angerobico.
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El rresente estudio sugiere que le oxidesas 82 es inducids ror
haJda tensidn de  oxisSenor sin embardor hay  aque  recordsr  oue al

dieminuir lz tensitn de  ouldeno disminuwe considerablemente 1a

La

aue gefipir cusl de los

(&)

velocidad <e crecimianto, Por tantor nabrd
dos Tectores es la cause directs de 1a induceidn, Esta rregunts  fue
recientemente contestades en el leborstoric: wa aue s2 encontrd aues
cuandoe B, cereue crece lentsmente oblidsdo ror un medio cue contiene
ung fuente de carbono de lente ubilicsceidn (casaminodéeidos) tambidn es
inducida 13 sintesis de citocromo 22y Escamilla-Benito (4). Lo
anterior swgiere aue la lents velocidsd de crecimiento imruests ror

una limitade concentrecidn de oxideno o uns mala fuente de cartiono es

le causa directs de induccidn de 1z oxidasa 2

Adembés de 1z oxidsss a2 9 3 + 33y los cultivos 3 By 4 w 2 litros

o

de aire ror minuwto 9 los microsevoli{ilicos manifiestan lz rresencia se
ura tercers oxidacsas ls oxidass o. Este citocromo fue inicielmento
detectado ror Smith en B, megaterium (23) w Tochifubo en B subtilis
(5), HNo se ha democtrado que este citocromo Juede el rarel de oxidase
43 auve la dnice evidencia que se tienes adn =2ra el presenle estudios
g8 sy regccidn rositiva con el CO. Eszle reaccidn sunode sudestive de
un rFerel de oxidsce termingl no es de ninguns meners concluvente.  La

incdsnits rlanteads cobra fuerre dehido 2 aue ararentemente éste

citocromo se comrorts como une svoteins constitutive en B, cereusy g3

—
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que lo encontramos rrecente bado todss los condiciones de  crecimiento
ensadades en nuesbro laborstorios &dn en condiciones angerobicss del

cultive (Pigurs 1 9 2 rere cultivos normeless  figurz 6 rare 2 litros

0

rov o minglbo w Tidurs 9 sgra microzerufilicas =2 engeroficazs), For otro
ladoy hay que recordary como fue descrito en loe  rezultzdoss que g
reaccidn de  dete  citocrowmo con G0 sdlo ocurre bhado condiciones
forzedas de  incubaclidngy esto ess e reaquiere lardo tiemro fg
grFosicidn 31 €0 4 arzrentemente condiciones anserobices de ensado.

Entorcesy la observacidn neche en este lsboraztorio con B, cereds w en

ogtros  lugzres con Re messterium (237 9 Be subtilis (5) sugiere que

la rezceidn positiva con CUD rudiese ser un artefacto rrovocsdo ror las
condiciones wusadas en la resceidne. A lo anteriory tenemos aue sumar

gtra observacidn consiszlente en ouer sauellas bacterias como Ei coli

rara lss cusles ze he denostrado aque este citocromo Juege un rarel de
oxidssa terminaly sy fTuncidn es sltamente sensible sl cisnure mientras
aue ror otro lecos los reculblados de Hodarths Wilkinson = Ellar en By

iillz-Rermito en By cereus {463 sugiersen que

wedateriun (11) ¢ de Esce

=2

lo que ne sido identificado como oxidese o5 es insensible al cianurn,

i el citocromo o no Judarz un rarel de oxidasz en B,  cereus cebria
.

pregunter dodal  soris sy rarel?. Unz rosibilidad =3 considersda ror

Foeamilla-Benilo ez que sirtrve de trensrortador de electrones entre los

citocromos BSIT ¢ 222 (figurz 2)s zln emnbardor es necesario considerar

aue odn en condiciones snserobicasy donde no  rarece  edistir 32y el
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citocromo o eslé rresente en concentraciones awrecisbles (fidurs §) lo
que nos  rermite  suroner aue el citocromo o rudiese  servirooen
condiciongs anaerobicaes de crecimionto como mediasdor del tranmsrorte de
electrones entre citocromo b v 2lsuna  reductsss cuwe funcidn serle
imrrescindinle en condiciones en aue el oxldeno no existiers en el

medio.

Finslmente v &8 m3nera de conclusidn considero aue las

contribuciones més imrortantes del rresente estudio sond

#) la demostracidn de oue 1z tensidn de oxideno Jueds un  rarel
imrortante en le exrresidn del Sistems Resepirstorio de EBacillus
cereuss b)) ls demostracidn de aue 13z condiciones de  limitacidn

moderadas de  oxldeno 3 4 ¢ 2 litros de sire-burbuldes rFrovocsn cambios

feX]

cuantitastbtivos en la composicidn de citocromos constituwentes de 1
cadena ressiratorie ws o) lz  demostracidn de aue limitaciornes de
oxldeno cercanas 8 la anaeroblosis v condiclones anserobicas  rrovocan
gambios no sdlo cwentitativos sino cuslitativoes en lz esrresidn del

SR+

Es necesario recordar aue los canbios saeul descritos sdlo rueden  ser
eridos a concentraciones druessmente arroximadas de oxidenor debidoe

g aue no se disronls del instrumentsl necesario rars medir ¢ controlar
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Figurg 1.~ Ecrectros diferenciclos  de  veducido VS oxidede ¢ beds

temrersturs de membranzs  de  cdlulas vesetatives (A546= 1.29). Los
gentes  reduciores indicedor  fueron adresgadon & las membranes
celulzres (12 w3 de srotodinas/wml) meozclados culdsdosamente » cpndeladas
inmedistamente an nitrddeno loulda.  Lao célulzs de referencia fueron
sidedos con olaunos dremos de sulfaoleo de esonio.  Loo reductores on
los trazos 3y o o 9 d Tuercny ditionitez deo sodior, MADH, s:zcorhoto 4
cincto de sodio recrectivomente. Lae concentrsciones dsades

se indican on mdtodos.

-

Figura 2.~ Esrectros diferenciszles de  reducido Y3 oxidade o peds
temreraturs de membranes de cdlulas essarulantes T3, Las condicione:
usadss son las mismos cue les decerites en lz fisure 95 ewcerto 1o
rroteins  usada (5.0 mg/ml). Les curves arbsc v d sony  ditionits de
sodios NADHs zscorbeto + THFD 4 succinste resrectivemente.

Figura 3.~ Sistema a3erobico resrirstorio rostulado rara Racillus

cereus., Los comronentes resepiratorios con los mismos paras las odlulss

vesetatives v esrorulentes, HNADH oz conciderado el medor donedor  de
plectrones mientras oque succinast es  un sustrato donagdor inforior
(flecnz runtesde). Ls citocromo & + 83 ec lz onidese terminel de 1z
{a sensible al cianuro (imhibicidn  fuerte) mientrss oue las
ramificaciones 3 ¥ b rerresentan dos rovinles srredlos rsras ls vis
esistente 3l ciznuro {innibicidn débil).

Figurs 45~ Esrectros diferencizles de reducidos con ditienits + €0 VS

gducido «con ditionits & temreratura ambiente de membranss celulores.
Alsuncs greonos de ditionits de sodic fueron sdrededos & 1.0 ml de  unc
SUSFENSIAN de membranes (S,O ma/ml  de  esroteins: mezclsndos :
sforendoce 2 2.0 pl con buffor segluredo de  eire freferencic) o con
puffer saturado de mondnido de carborno (mupstrsd, Le cubetz muestra
fue mentenide en amblente selursdeo de L0 v low  esreciras fuercs
redistrzdos de zcuerdo 3l btiemro indicedo en coda brazo.

i3]
)

Figure Sé.~ Efecto  inhibitorio de 1o N&DM-oxidezs en el siclewmn
1
]

periratoric de membranas de oflulas esrorulantes (T2),  Laz membhranss

(0.0 mg de rroteins) fusron preincubades & 30 0 durante I nicubos en 3
ml de buyffor-TMC més la concentracidn indicsds del {nhibidor enssugade,
El conzumo de  oxideno se  inicid con  la  adicidrn  de  MALIH, Los
inthibidores rrobedos Tuerant HIONG ¢ )5 entimicing & 0 Yy otebring !
Yo dicumarol () 9 KON ¥,

Ob)



-' — -

Fidurs SR.- Efecto de 1ls
actividades de las onidasas de
de Bacillus cereus, L
preincubadzs durante 2w
piandro de rotaesio,

inubn:s =
§ »
L t
syccinete de sodio 1¢) o HADMH (&

SRECC LS

-

Fidura &, Esrectros diferenciasl
temreraturs  de membranas  de
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