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INTRODUCCION

En los organismos sucariontes las nzimas que catalizan el

transporte electrérico v 12 fosforilacion oxidativa estan  loca-
lizadas en la mitocondria, en tanto

Cgue en los organismos proca

ridéntez que carecen de mitocondriaz = loo

B

alisamn on la membrana
celdlar. La secuencia de reacciones de transferencia de
electrones de las bacterizs ez muy parecide al de las  mitoccon—
drias, sin embargo,; =& ha visto que el Sistema Respiratbrip <SR
hacteriane eg considerableomente afs compledo que el mitocondrial,
ne solo en su composicidn vy organizacidén 2ino gue tambidén’ esta

sujeto a la regulacidn gendtica, cuya cupresidon puede ser profun-

damente afectada por diverzos factores del woedio.

Mucho bacterias poseen BR que estan formados por  varias
cadenas gue pusden funcionar independientenente o  entrecruzarse
formande sistemas ramificadoz (11). La composicidén cualitativa y
ruantitativa de las deshidrogenssas, guinonas y citocromos es muy
variable sin gque parezaoza existir vna clara relacion esteguiomé-—

trice entre los elementos individuales. Algunos componentes pare-—

cen ser conehitutivos mientras que obros estan sujetos & induc—

cién o represion por diverses factores ambientales.
En las bacterias esporoformadoras, . como ez =1 caso del

género Bacillus l1a expresidn del sistema respirastorio y en gene-—

a1l del asstabolismeo oxidativeo s @ncuentira

cetrechamentse vincula—

do con 2} preoceso merfogendtico. A pesar do guse desde los  afos

ey



S0 =2e reconosid 2] popel delerminznte del

actabolismno oxida—

tivo durante l1a esporulacidm, 2l ectudio del SR no ze abordd de
manara sistematic

)

1,

- lozs primeyos lavestigadores en este campo

obsarvaron salo 1a

compozicidn del SR de los estados inicial

(células vegetativa) vy final {espora latentel, es decir se ha

conziderado 2 la célula

esporuwl ante come un todo.Sin embargo, las

células sporulantes contienen durante la formacién de la endos—

Aoz compartimentos; Céeiula Madre v Endospora. Gracias &l

=
desarrnolle de wna téonica para el aislamiento de la @ endospora

inmaduwr-a de Bacillus coreus dada

por Gndrecldi {1 ) ze han
podide analizar varios parametrosz bioguimicos de la endospora sin

la interferencia del compartimento de la célula madre.

En algunos de ezos resultados se ha mostrado  gue, 2uan

durante 21 desarrollo temprano, la endospora presenta propiedadés

distintas a las de la célula madre.

Loz trabajos recientes de Ezcamilla 1984 ( 8 ) sugierern gue
el SR de Racillus cerougs esti organizadoe &n

£

3 omenos dos ramas - de

citonromes (con 1 citperomo aas odidasa terminal sensible a

ciamaro v =21 citocromoe o, vidasa terminal resistente a cianwo).

Ademnds, e zu miemo laboratorio se ha mostrado que la tenzidn de
oxigeno juesga wun papel

importante en la eupresidn del sistema

respiratorio de B. cereus, teniendo gue las condicionegs

de limi-—
tacidn de origeno provocan cambios cualitativos en la conposicidn

de los citocromns constituyantes de la cadena respivatoria y gue

l1as limitaciones de ovdgeno carcanas a la anaercobiosis vy  condi-

ciones francamentc anaer obicas provocan canbios no sole cuali-—

tativeos zmino cuantitativeos =n 1z euprezion del SR



En la prezente tesiz hem

u

comparado loo istemnas Respira-

torios de la Célula Madre v Endospora de RBacillaus cereus. Los
rezultados  indicarn gque ambos compartinmentos tisnen @l mismo tipo
de citooromoe, ovidasas y onidorreductasas pero las menbranas de
1a Qndospora =on claramente distintas de la de la célula madre en
s menor contenido de citocromo amsa. mayor contenido de citocromo
0: menpr actividad de ascorbato~THMEFD odtidasa vy meﬁor senéiﬁilidad
a la inhibicién con cianuwrso. Todo lo anterior nos sugiere que 1la
endospora desarrolla un SR mejor adaptado para’ 1a réspirécién a

Bajas tensiones de Oz,

GENERALLIDADES
Ecporogénesi s Racteriana
ta eeporul acidn’ hacteriana se - lleva s ©abo  ‘en  bacterias

gram positivas de los genéro bacilares, Bacillus vy Clostridium vy

de los coCos

il

dml‘genérn Sporosaircina. Este tiﬁo de bacterias
tignen la habilidad, ‘bajo ciertas CDndiciDnéa die Leney e sairdoe
de cambioz bilioguimicos, fiziolégicos ¥y morfoldgicoz los cuales
finalizan con la formacion de csiructuras latentes gque se canocen
con el nombre de esSporas, tsta formacion de csporas se presenta
come N fénémeno adaptative. en respussta al agotamiento de la
fusnte de utilizacidn répidh y/6 @& la fuente dé nitrégenc y en

launeos cascs & la fuentaz de foofoatos.

e trommicidn de una cdlula vegetativa a una espora latente



conztituve un ejerplo de difercnciacion celuler Nnico en el mundo

biolégico. Mandeldestam v cols. en 19277 ( 23 3 cbservaron gue al

final de la fase de crecimiento esponencial; cada célula cesa de

dividirse vy produce &n un ticope de ocho a diez horas una esporsa

intracelular.

Cuandao las condicionesz ambientales =on favorables, una célu-

la vegetativa esmerge en pocos minutos. de - cada  la eépara. La
eepora difiere genética, ficiolbgica ¢ bioquimicameﬁté ‘de la

célula vegetativa que le dié origen.

. ESFOROGENESIS

ET

CELULA VEGETATIVA

N\\-GERMINADIDN

PORA

sonmra puede permanecer en un estado de latencia durante

mucho tiempo v o= capaz

de transformarse en célula vegetativa por
el proceso que se lleva a cabo en tres etapas.
a)Activacidon. —Proceso reversible durante €l cual se capaci-—

ta a la espora para germinar, cuwando las cohd

3 e

cionoo amnbientales

o

son favorables.

bIGerminaci on., —Proceso irreversible que conduce & la peérdi-

da de todas las caracteristicas tipicas de la espora; s lleva a

cabhn  en pecezs minutos; una ver gue las gsporags han sido activa-—

das., Se arompaia del hinchamiento y

vy ruptura de la cubierta de 1la

con la consecuente pérdida

[N
]

la resistencia a tenperatu-

ra vy =olventes, de la vefractilidad, de la liberacidn de los



componentese doe Ia v ode un incrasesnto es la  actividad

o

metahdlicea.

Y Expanzidn,. ~La germinacidn es seguids por un proceso de

aran actividad biosintética (11amado Enpansion) donde se sinteti-

zan proteinas vy estructuras tipicas de la célula vegetativa.

De acuerdo con lo woportado por Voo Winter 1972 (023 ) ia

esporulacidn no es un-evento obligado en el desarvrollo -de las

bacterias, sino. el resultade de laz condiciones del medio ambien—

te. N

La dindugcidn de la esporulacidén se puede 1llevar a cabo por

dos caminos:e

I.Microciclo.-Cuando la esporulacidn ocwwre en la  célula

primaria, es decir, las células inician la esporulacidén sliminan—

do 1la proliferacidéen vegetativa: Cuando se suspenden esporas  ger—

minadas en un @medio guimicamente definido que carece de uwna

fuente de snor 2 v limitado de fosfatos, s producen células

primarias 20 un lapsoc dé dos heras. Deepués de aprorimadamente

=eie horas do asreacidn vigorosa, eztas células inician la espo—

rulacidén siguiendo los procesos morfogendticos normales. For

tanto, la espora germinada o célula primaria eipuesiac 2 un medio

inswficiente de nutrientes ara zsoporltar la divisidon s desar—
El ?»

rolla en un tiempo de generacidn muy largo.

Z.Macrociclo.Cuando  las cdélulas esporulan después de una

serie do divisionres celulares. Euisten, como ya se dijo, condi—

ciones 4dptimas de esporogeéngsis para cada especie . gque incluyen

diferentes factores come pH., aweacidng temperatura, nubtrientes vy
L 4 ' o



cationes prezentes on =1

3
i
o

Se conocen dos ndtodos para inducir la esporulacidns:

1YMétodo por agotamionbte.- L

bacteriaSvSQ dejan crecer &n
en medio que contiere loz nutrientes esenciales hasta guiE alguna
fuents de carbono, nitrogénn o fosfatos se termine, el tiaﬁp& en
2l cual =21 crecimientoc syuponencial caaa'gz tomado como.te o

induccidn o

I

1s eeporul acidn, la eficiencia de la esporulacién y
orado de sincreniz dependen del medio utilizado vy de las caracte-~
ticas del indtculo.- 7

PIMétode por reemplazo o rvesuspensidn.-—Introducido por
Sterlini v Maldestam en 1%2&4 {( 23 3y en este método Qn'cultivo de
bacterias que estén creciendo exponencialmente en un medio rico
son  transferidas a un mnedio pobre, este métndﬁ'_proporciona un
runto mdz claro en 21 inicioc de la eﬁparulaéién Y. . wna mejor
sincreonia.

La forma  cmmoi~ih+luyen en-ellmetabalismd _de . la célula
vegetativa, 1as'§actnreak§ntes mgncimnadés ne ha‘ sidc totalmente
dilucidade pero ée ha wvisto en generél, que las Tuentes de carbo-
no ¥y nitrdgenc rmdpidamente mehabmlirahles,-%ayarecen el crecimien
tn vegetativeo, mientras gue aguellas fuentes que con metaboliza

daz maAs lentamente favorecen la ssporulacidon.
Cambios . Metabdlicos dwante la Esporulacidén

A esporulacisn normalmente es inducida en respuesta a la

necezidad  de nutrientes y muchas de las enzimas que aparecean al

)
o



inicieo dal docarrollo de la wzpora,

clacionadas con la

tramsicidn  de abundancia a carcneia de swubtrientez. Algurias de

estaz enzimas no Jjusgan un papel importante en =21 desarreclle de

1a espora, por ejemplo, la amilasa v las enzimas del catabolismoo

de arginasa ).
Er 1a Ffig. 1 vaemnos gque durante e1 "recimientovlogafitmi:o

la fuente de carbono gue se uwtiliza - es la. glucocsa (fermentacidni,

debido a que no existe un ciclo de Krebs funcional hay acumala-

cién de productos finales de 1a glicdlisisy acetato ¥y  piravato,

los cuales van sen expulsadosz al medioc trayendo como consecuen—

cia una cadida en 2l pH, que llegas a ou punto mdndmo al final del

crecimiento. Con 21 agoltamiento de la glucosa, la concentracidn

de los=s interpediarios de la glicdlizic disminuye en - wuna  forma

impotante, dicha dizminucidn hace gue cese la represion catabdéli-—

ca permitiendo 1a induceidn de las enzimas del ciclo de Krebs vy

del

il

iztema respiratorio, que mediante la fosforilacion ouidativa

van a-generar gl ATR

necesario para el proceso woef

Cambios Bioguwimicos

Faralelos a2 los cambios morfolégicos, s llevan a cabo . una

serie de sventos bioguimicos durante la  esporogénesis, de

cuales podemos mencionar los siguwientes:

1La aparicidén de componentes gue no existian.duranté &l

crecimiento vy . gque se encuentran por lo tanto s6lo darante’ la

peporul aci é6n, ziendo  aparentemente necesariocs para la formacidn

de la mepora, ejemplo de esztos tenomos el peptidoglicano de la

b
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Fig. 1 Secuencia de eventos gue ocurren durante la

esporulacifin de un bacilo aer&bico.



cortera v las

Y Cambios que rosultan de nutrientes, condici dn
con la gque se induces la esporulacidn, pozro gue no estdn congcta—

dos en <3 nismos con el proceso morfogénetico, por ejemplo la

elevarién de las enzimas amilasa y arginasa, Escamilla 1978 ().
Control Benétice de la Esporulacién

Es flar67 quE'1m; eventos morfoldégicos y bioquimicos @ que
conducen a-ia'fbrmaﬁiéh de una éspora madura s halleh'bajo con—
trolrgeﬁéticm; Se han podido zislar dos tipos de. mutantes induci-
dos por traﬁamiento con calor, luz ultravicleta vy diversos mutd—
genos quimicos: mutantes zspordgenss (Bp~) que son incapaces de
producir esporas latentes y 1los mutantes ocligosporégenos (Osp}
aue producen esporas a bajas frecuencias bajo condiciones nor—
males de esporulacién, en ecste tipo de andlisis gendtica =&  ha
indicado gue loz genes que afectan la esporulacidn estan disper—
zoz por todo =] cromozomas, nc existiendo un &rea del gEnoma guhe
contenge agrupads l1a informacidn necesaria para la esporuvlacion,
separadsa  del geEnoma necesarioc para 21 crecimiento vegetativo
Pigant v Coote 1277. ( 23 ).

£1 analizis de los productos de la expresidn génica, apoyan
la idea de gue un buen nimero de genes especifices de la esporu-
lacién participan en la formacidén de la espora, por 10 que s
moncluye qgue la asporoggnésis esta acompafada de wna extensiva
degradacidn vy recintesis de RMHA v proteinas, en ambos caso: la

sintesis es de "nove".



Formacidn de la Espora

La fig 2 representa 10s cambics morfolégicos gue suceden en
las bacterias esporoformadoras, . procesc gque Se lleva a cabo bajo

condiciones 'opitmaﬁ en 8 a 10 horas Fitz James y'Ymung 1969 (25

han dividido este gprovesc en cizito sstadics.

=

pan

E1 inicioc de la esporulacidén se define como el $in  del

crecimiznto logaritmice te, en una poblacidn de bacterias esporo-

formadoras. E1 estadio T estd caracterizado por el arreglo deil

DA en un filamento axial de cromatina, parte del cual sera

decstinado a 1la espora. En el estadio I1 e invagina la. membrana

citoplasmatica formando el sepio esporangial, que s&  localiza

asimétricamente dande lugar a doz compartimentos  de  diferente

> =V arande {(la célula madred) v ) chico (la preespora)l).. En

el estadisc ITI 21 continuo crecimiento. de 1a membrana  de la

celula madre, obliga & la preespora a desplazarse hacia el inte-

rior de esta membrana on crecimiento, 1a cual finalmente  se
encuentra con una polaridad invertida sobre el protoplaste de 1la
reespora. Durante el estadoc IV, los peptidoglicanns corticales
snn- depneitados entre la membrana interna y externa de la prees—
pora, la =intesis de &cidos diaminopimélico componente de la
cortera vy la cisteina constituyente de la cubierta, se depositan
sobhre la membirana externa. Eets estado es seguwido por: la termi-

nacidn de las cubigritas de groteinao, la acumulacisn del acido
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FIGURA 2 ESTADIOS MORFOLOGICOS DURANTE LA ESPOROGENESIS.



dipicolinico, 1

i

incorporacidn o inmovilizacidon del calcio vy

finalmente la

il

intesic de la corteza con eventos: gue ocwren

durante el estadic Y. e refractibilidsd

¥ termorresistencia

aparecen duwrante el estadio VI,

2 que 22 esta la fase de
maduracién de la precspora. El sestado WVII consiste en la libera-—
i én de la endospora via autdlisis del esporangio. Se ha visto
gque Eﬁigte un . punto donde este procese se hace irreversibles Y

gque reeincide con la terminacion del estado I1I.
Estructura de la Endospora

lla  =spora  incluye un protoplasto, que contiene’ regservas
rapidamente metabolizables, sustratos y casi toda la maguinaria
necesaria para @21 metabolicme v bhiosintesig. El estado hipometa—

bolico v l1as propiedades de resistencia, son conseguidas como =1

resuwltada de la sintesis de una

erie de integumentos gle
rodesn y aislan al protoplasto. Compuestos de bajo peso molecular
vy proteines del protcplasio de 1o <op 3 ::nfrihuyen a la estabi—
lidad o estado de latencia-y las extraordiﬁariaé,prapiedAﬁeg de
resigstencia de 1a @apora;

Se ha podido nbsefvar bajo el microscopio electrdénico que
1a sspora estd constituidas ﬁof difefeﬂtes capas (fig 3} . La mas
externa s una capa delgada. vy transparente llamada enosporio,
preszsnta  una proyeccidn semejante a un filamento; ROF sEe wuna
eztructura gue solofalgunas especies poseen: no es tan obvia y s

-

dificil de decidir si las capas mds externas de la espoira son
furncional vy ectructw al mente equi valontes. Esta estructura ha

zido bhien coractorizodas on gsporas de B cersus T, 2l eEnospolrio

10



ai 1l ado contiene 20 0% =

S.5 de fosfol

chiridos, 12,53 de lipidos nautros,

PN

pidoz v 20 % de cenizas, To EB. cereus estd estruc-—

"

twra aparece despuds del englobamiento y al final del revestimiento

interior

del ssporangio Aronszon y Fitz James 1978 { 235 ).

La cubierta de la espora esta constituye de un 30 a uwn. &0 %4

ciel peso

seco de la =@spora, cerca del 50 % de  su volumen Yy

contiene mds  del 80 % de las protedinas de la - espora’ Rornberg,

Spudich,
las caoa
descritas

189786 ¢ 2T 3. 0 La morfologia v la composicidén guimica de

d= o la e 2ntre 2specics vy han sido

en una revisién Aranson y Fiiz James 1976 (23). La

de " 1a ‘espora estd monstituida de varias laminaz de

cada - lamina mide corcs de 2.0 a 2.% om de grosor.

Debajo de étsta, tiay ‘Una membrana dolgada, la cual separa 1a

cubierta

‘compunsta

de  la espora de un drea de baja densidad  electrdnica,

de capas concéntricas que son llamadas en su conjunto

corteza ue congtituyen aprosximadamente la mitad del volumen de
Y

1a REROrA.
QEpNra e

ausente en

de los

celular de

o

Ezta esgtructura s un compononte especifico de 1a
desanarecae duranté la germinacidén, - por 1o tanto, esta

las cé¢lulaz vegztativas, aungue la composicidn guimica

pueptideglicanos corticales es muy sBimilar a la pared

lag cetlulas vegetativas.,

ahejo de la cortera se shncuentra la pared del protop-

lasto, inmediatamente reodeando la méembrana del mismo. a cortezas

o5 hidrolizada por enzimas liticas durante. la germinacién. For

Mltimo, 21 protoplasto esti constituido por tﬁeé proteinas basi—

caz de bajo peozo mol=cular gue comprenden del 40 al S0 % de las

nroteinas

prasentes

an ol omiomo, las cuales son rdpidamente

11
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FIG. 3 COMPONENTES PRESENTES EN LA ESPORA BACTEXRLANA.



a provoen do

ez en la espora

zs wlilizads para sootongs la zintesis de proteinas

ligmo  energético durante la fase temprana  de  la-

hasta que las snuimaz regueridas para la biecsintesis

dmnz esan formades.

OBIETIVD

£l obietivo  dr este trabajo es cdmparar'

Recpiratorioc de&

durante 1a esporulacion de Bacillus cereus.

rrecanoter
o con las
wuina i ERServVa

latente, que

y el metabo—

gErminaci Of.

de aminoaci—~

el . Sistema

las Membranas de la Célula Madre y;”EhdbgpQﬁég
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MATERIAGLES ¥ METODGE

L]

En  este estudioc se utilizd una cepa de Bacildus cersus,

aislada por el método descritc por Andreocli y cols. en 1973 (1).

‘ka [ obtencidén de cultivos sincrdnicos de la bacteria se
llevo cabo en medic 6 modificado { iZ ), Cuya composicidn es la

csiguiente: 0:2 % de sutracto de levadura (fuente de nitrdgena);

2
3]
Q
f
il
gi
n
u
5
o]
n
B

(fuente de carbono?: 0.2 W ANHL » 28043 0,08 %
LHPOLY S 0.02 % MGS0a:  0.0035 % MitB0a.3R=0; 0. GO25 % CaCla. ZHel;

0. 0005 % Cu804,7! O3 0.0000% %L FoSog.7H0 QG002 % CO504 . »m=l b4

o
N
o

©.0005 % ZnSOa.7H20 estos componentes =e disuel#en e agua
destilada v se esterilizan durante 1% min. & 121=C ¥y ura presion
de 2Fg/cm=, .

lLLas cé¢liulas 5e‘cu1tivaron en . un fermentador con capacidad
de. 25 litros, construido por el Centro: de instrumentos. de la
[1Tali Fara lograr @l crecimiento dpﬁimo dé la bactekia, es nece—
saria mantener ciertas condiciones en. el cultivo: asreacidng 14
Titrne/  ming '+e§p9ratmr P TOen v agita rzén de 250 ‘%pm. Fara
iniciar los cultivos se preﬁara un litro de indculo, mediante el
método de Collier v cols. (5) qﬁa consiste en hacer wung seric  de
transeforencias a partir de viales con medic sélido gue contienen
a 1a cepa, (praviament& activada por 12 horas a 3020 . Fara
realinpr dichas tranbfewﬂn:1w~, @ inccula un matras que contiene
10 ml del medio, con una asada de bacterias vy se incuba durante

T4 horas a 0 @ pn agitacidn, hazta obtener una densidad optica

aprovimadamente de 1.0 (densidad necssaria para llegar & la fase

v ;

1 itmica mediadel cullived, despude  de  e@sle Lieswpo s

11



transfiesren 0.7 m1 o olro motrazs con U2 @i de modio, el cual se

incuba eon lazscondiciopes antos nenaoionads

de 1l misma manera se

wn

hacen tyes transf

mas, por Gltimo z2e realiza wa dilucian
de 10-= vy =e transficren ©.2 oAl 2 un matrazr gue contiene un litro
de mediac que s usado 12 horas despuds { tiempo gue tarda en

llegar nuevamente a la fase logarditmica medial para ifnocular el

fermentador gue conticne 2

o]

litros de medio.

El ‘crecimiento. en 2l feraentador. | =ze . siguio

egpectoéofométricamenta mi”i;* 2 la oz orbancia a 540 nm voel pH,
para asi determinsae =21 inicio du la psporulacidan ﬁue ée obtiene a
los 30 min después de haber alcantado =1 piH minime  (&.09 (fig.é)
ademds de observar preparaciones para podsr evaluar el grado de
sincronia vy detectar posibtles contaminacieones en los culiivos.
Las  cflulas so colectaron en wna centirifuga de flujo

continuo (Sharples models TIY enla otapa de espeorulacion deceada

v fusron Nlavadas tres  veces  con buffer T medi ante

a. 7800 rpm/ 10 min. a Asg fen “una o centrifuga.

Sarvall ROSSE). - - s LT e

Ruptura Celular y Purificacién de las Endésporas. @

Las e#flulas colectadas en el estadio Cesporulacian

indicado, se resuspendeon en 200 ml de buffer TCM + Sacarosa al 30

% v son incubadas con FMSF (1.7 ug/ml). y. como se muestra en. la

figura &, =3+ rompen en un fraccionador @ celular’ {(prensa) Ribi
(Modzlo RM-—12 Ivan Sorvall Inc. [RI=Ta b ‘a‘ una presidn de 30 QOO0
Th/nulqg® v o a 4=, £l homogenado reEuItanﬁek g5 incubado a

temparatura ambiente duwrantes 1% min con wnos pocos cristales de

-
o



Esporangios 80 gs./200 ml Buffer TCM + 30 $ Sacarosa

pH 7.4, PMSF (1.7 g/ml)
Fraccionador Ribi 30,000 1b/plg?

Hamogenado + sa ( 15 min) a temp. ambiente

‘ 1500 x g, 3 min, 2 veces

f \
PP ss
Esporangios Bndosporas + M.C.M
8000 x g, 10 min
f T
PP ) Ss
M.C.M Endosporas
40,000 x g, 45 min 2 lavados en Tris- Sac 30%
T - — 2 lavados en Tris- Sac 40%
PP S8
(8,000 x g, 10 min)
M.C.M. Soluble
Lavar en Tris Ranper endosporas y

recuperar sus meibranas.

FIG 4 Esquema que muestra los pasos empleados en la liberaci6n y purifi-
caci6n de las endosporas de los diferentes estadios de esporulacitn de -

B. cereus.



DMAaca, con agitacidn

T el ohjeto da eliminay a

P

viscosidad producida - ado. Estc homogenado  es

1lavade dom veroes con baja velocidad,para poder

soeparar los esporangi wobrenadaants resultante

contient las membranas de la cdlula aadre ¥ las endosSporac, Gue

pRra  separarlos se centrifuaga a 8 GOd

e

g/3 min. asd las

membranase de la célula madre

(ecbrenadante) son recuperadas . vy
lavadas a alta. velocidad, en tanto gue, las - endospor as

lprecind Pado) son purificadas mediante lavados sucesivos | usando

buffer TOM + 30 % 3e sacarosa ¥y centrifugado a 8 Q00 x g/lo min

Y

por dltimo =e hacen doz lavados en gradiente con el buffer TOHM =

cacarosa al 40 W ocentrifugado a 8 Q00 u g/rso

min.

De este pogueste de endospoeoraz ze toma una alicuota para

medir las actividades respiratorias 1:

con laz mombranas - integras,

2l resto ez resuspendido en 50 sl de buffer y para - obtener  sus

membhr anas, s rompen sn el mismo fraceionador  celular. La

recuperaci én de estas membranaz se realiza en la misma. forma gue

las membranas de la cédlula madro.

LLas  esporas aduras fueron, colectadas 1nmed1atﬁm4”te

despude - de haber zido libeoradas dal

spur ngls (7 haras despugs

de iniciarse 1a ":paru1ar1éﬂ). lavadas de la misma manera que las

células esporulantas vy resuspendidas uﬁ el’ buFFet TCM. Fara

poder obtener las membranac de las esporas’ son pasadas dos veces
\ i ; .

por el fracocionador a2 S50 000 1b/pulg®, sué - mEinblr anas son

recuper adas come s procedids para  las @ membranas de la

célula madre.

(3
[is)



[=1a] membranas

mecanizmo de éstos enzavos s baca

Yla Fig.

S

L

fueron ahisayadas

respliratord

timentos  del GSparangio. =1

en las rescciones indicadas en

Oxidazas, se  determinan midiendo la velocidad. de

consums  de oxigeno de las membranas,invelucrando a la' secuencia

de los componentes de la cadena respiratoria.

2.~ DMridorreductazacs,

actividad de  la primera enzima

electrones, usando como aceptor

v o en &l caso de 1z =uccinato

acarreador de los mi=zmos.
oxXInAasAasS
MADH

Quecminato vy

medidas =1

ostidazas .~

=@ de%erminan'aipérxifpidé' ia
de la cadeha de ‘tr;nspofte de
alterno da ElECtFDnéS:al "DEFIF
deshidrogenasa; . al

PS8 como

Las actividades Ffueron

por método polarografico, wtilizando un  oximetro
Yellow Spring modelo 53, El medioco de reaccidn 2ml) contiene
buffar TCM-zacarosa 025 ™M a pH 7.4, menbr aics {3.5 WG . dc

proteinal. La muestra se

de iniciar l1a rezaccidn con los
20 oM (concentraciones finales).
Citocromo ¢ oxidasa. —

para &l citooromo c.

preincuba durante 3 omin. &

sustratos;

Ezta actividad fudé medida en

ouimetro uwsando ascorbato+TMED como donador de

2020 antes
NADH 0.5 @M ¢ succinato
el

electirones

‘En éste caso e usd el mismovbuffer perc a

pH 4.8 {(la actividad fuéVcorregida por el peguelo consunos de

oNigenc gque ocuwrre en auwsgncia de
l-n actiwvidad encimitica
nanaatomos de O

consunide por

17

min—?*

menbranas) .
en ¢stos casos se eupresa como

mg de proteina—?t,



| A : OXIDASAS: Consuw 0, |

! \ !

C- DCPIP o asc. "JMPD
DCPIP H,y 1/2 0,
NADH ——» FP it ¢ ——> cit aaa
]\_; / : : Hy0

————> cit b

’/1_ 02_

cit o Q
H, 0

SuCC ———3FP
DCPIP ox

OXIDORREDUCTASAS : REDUCCION DE DCPIP A 660 nm.

FIG 5 Isquema que muestra gque muestra el mecanismo enzimitico de las
actividades respiratorias que se miden en las membranas de los dos cam-—

partimentos del esporangio.



OXIDORREDUCTASAS

SUCCINATO- DH.El ensayo se realiza de acuerdo con lo descrito por
Arrigoni y Singer en 1962 (3), en cubetas de 3.0 ml a temperatura

ambiente la reducci6n del DCPIP se sigue espectrofotométricamente
a 600 nm.

La mezcla de ensayc contiene:

Reactivo Adicifn Final
Succinato 0.6 M pH 7.0 0.1 ml 20 mM
Buffer KH2P04 0.2 M pH 7.4 0.75 ml 50 mM
Agua destilada ] Sy 7 oml ] ——
Cianuro 10 mM : 77'7”' 0.1 ml
Membranas (5mg/ml) " .0.50 ml
Se incuba durante 3 minutos para activar la enzima
PMS 33 mM 0.1 ml 1.1 mM
DCPIP 2.0 x 1073 0.1 ml 8x10 ®mm

La actividad especffica se expresa como nmol de DCPIPH /mln/mg
de protefna, con un coeficiente de extinci6n molar de 21 mM 1c

NADH>- DH Este ensayo se realiza de acuerdo a lo descrito por
D.R. Lang et.al. 1972 (2), en cubetas de 1.0 ml.
La mezcla de ensayo contiene:

Reactivo Adicién Final
Buffer KH2P04 0.2 M pH 7.4 0.25 ml 50 mM
KCN 10 mM 0.01 ml 0.1lmM
-3 =5mM
DCPIP 2.0x 10 . 0.025ml 8x10
H20 0.68 ml . ___'
NADH 10 mM 0.02 ml 2%15%mm

La actividad especifica se expresa como nmol de DCPIPH /mln/mg
de proteina, con un coeficiente de extincién molar de 7 mM 1c -1



Ceterminscidn de Frotalna.
La determinacién de protoina de nuestros ensayns s

realizd bajo o] md¢tode de Lovwry €13); en losz

!11
i

0S en  que se
trabajd con esporass enteras =z hizo la deterasinacian adicinando
2.1 w1 de 8DS 2% tanto en la muestira comi en la curva patrén antes

de adicionar las socluciones de coloe.
AnAlisis Ezpectral de los Citocromos.

-El analicsis - sspectral - de’ los - citocromos - de las

frarcianss ﬁphhraﬂm1a= R l}mud A Cabo - En un szpectrofotometro de
doble rayvo (SLM ‘Aminco DY 2c) & temperatura ambiente (cubetas de
1 ml3. Las membranaz fuercon resuspendidas en bus fer fCH al S0%
gliceroi- l.os espectros reducidos menos oxidados se registracron
usanda como reductores MADH 0.5 mM, =zuccinato 20 ab, ascorbato 10
mM A+ TMPD 0.2 mM o diticnita (algunos cristales? y como oxidante
Alouneos oristales de perzulfato do amonio. Loz  registros se
hicieron, para el cazo de loz sspoctros o temperatuwra ambisnte,
dezspudés de  adicionar =1 sustrato raductor a la suestra y el
persulfato a2 la referencisay Y opara Ll caso da 194 espgéﬁkms &
toemperatura de nite dgeno liguido despuész de congelar la auestra
(Steady State).

Por otra parte, para poder oboervar 1os ploos vy valles

formad por  los complejos de los citocromos C-CO vy ax, a 1la

cubota de referencia se ls o adicionan  algunos granulos de
ditioinita maéas 0.0G1 ml de antiespumante (Anti-foam A& Sigma Spiray
Reagent.) v la cubota de muestra ese prepara con ditionita, m&s el

antiespumante  y s burbujeada con mundiido de carbono duwwante 3

18



cw ciltocromos fud cotimada de los

espectros obtenidos o tompoaratura anbients (veducido con ditioni-
ta mencs oridado con persalfato & ditionite mas CO menos ditioni-

taY. tos pares

£

d= longitud de onda y coeflicientes do oitincian
molar en cada cazo fuercn: cit aax EL{(HGT-630 nmd= 24mM—?* cm—2
Cit Do E(S562-575 nm)= 22 mM;1 cmTr it Cm=eo E(SD0-S540 nmi= 19
mM—2 c i knirt ABZTsiSO B (WP O— O Amd wio. i me emr Cit o-C0 1=

o
¢415-4aF0 nm ) 140 mM~t gm—1o,



el

s nle
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El cultive de2! bacilo =zo llevd a cabo bajo las condiciones

descritas en material v Gy figura & s piresenta

@n
la curva de crecimientc donds s observa gue a las 2:30. hora
inicidndose  aprosimadameEntc a2 loe IO min sigulentes la esporul a—
cidn,. es decic, 2]l estadio O, a partir de este momento los

siguientes e=tadioz =2 cobtienen a los &40, 120, 180 min etc.

e

después. de haberese iniciado la asporulacién. En.la misma grafica

representadn por la curva de D.O se vz gue la

= céluias han/dejada
de dividirse al mismo tiempo gue zo inicia ta asporuiacién. Es
impcrtanté nmtar gua en D.O cercanas a 3.0 se presantan fiuctua~
ciones wn las lecturas debido & que en el medic las células . se
agregan ; sin'ehbargc zetoes sgregados nos permiten’afirmar» ques
Rpor o ana pa?te la =incronia d@llca‘cultiVDS @s mayor del F0% y que
las células =e ostin dezarrollands adeocuadamente. Ademids, siempre
EE.FEaliZRH ocheervaciones en 21 microscopio de contraste de fases
para poder predecir e1 momento de cﬁsecha de las cédliul &Sa

Pehidn  a que las preparaciones de gndosporas zisladas no
han =ido debidamente caractorizadas, - no enriste en la actualidad
una lista de enzimas marcadoras o caracteristicas que permiban
distinguir ontre las membranas de la célala madre y las membranas
de la endospora, condicisn gue Jjuzngamos indispensable para valo-

mar 1o puroza de nuestras preparacioness measbranales obtenidas por

=1 mttodo desorito, por lo tanto, debldo a la awsencia de marca—
n., oo decidid introducir nodificaclones guimicas @

20
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FIG. 6 Curva de crecimiento de Bacillus cereus. Las cé&lu-

las son crecidas en medio G modificado y se considera el
inicio de la esporulacidén a los 30 min despues de gue se

ha alcanzado el pH minimo. (ver materiales y m&todos).



1as  membranas oe

S lEmne del esporangio)d

aue no alcanraran a 1o

ra oy de esta mans-

ra, despuds de 1

i)
)
~
3
ot
i
oy
n
]
[n)
b
=3
ot}

et

ol porcentajs de conta-—
minrcién valorandeo la cantidad de membrana marcada presente en la

prenaracl dande endosporas aisladas

Rezados en la bib}iografia se trabajé . con o un marcador

fluoreszcente  reportado como i @ a la membrana interna. de

la m*tccmndr;w la- fluorescas Al hacer gstos exdperimen-—

tos 5o obsarva ave cuande sw parcan los esporangios-completos vy -

=g separan las endosporas, . gran parte de la msearca fluoreszcente se
srcuentra en =stds Altimas al chservar las preparacionés con un
micirscopio de fluorescencia.

For otra parte

se - trabaid con cantidades coreciente -de
flumresdeamnina con células vegetativas, con 21 fin de saber i

msta  sustahcia podria  tener algun sfecto =obre la a;tividad

respiratoria. Los resultados demostraron gue no hay camnbios en
v o iz v e
la actividao.

Los resultades preliminasrez . de la cara:té%iﬁé:iéh del SK de
l1as membranas de la calula mades y-de las endoépqras,‘abﬁenidas

aor 8l métodn descrito, nos demu&stran que-es posible distinguir

ambas  me

mam por las rirwctcr sticas de su sistema respirato-
=ip de 2l manora gue o £3 necesario realizar este tipo de

quimicas para distinguir entre ambas membranas. La

memnbranas contaminantes guedd demostrada también
medinnte la ocbeservacidn de las mombronas integras. bajo 8l micros-—
copic electrénico  como oo puade observar en. la figwa  de  1a

endosporas lucen integras vy no o se

proooaracidn fig 7 B




FIG. 7 Fotografia en el microscopio electrénico de las en-—
dosporas aisladas (estado IV a V) preparadas por la t&cni-
de ruptura controlada (1) y purificadas por centrifugacién
diferencial (ver materiales y métodos). Se observa un buen
grado de integridad de las endosporas con el fondo practi-
camente limpio de restos de membrana del esporangio, las -
fracciones membranales gue se observan pertenecen a exospo
rium de la endospora.



cdotects conta

de la ciélala
madrm, o= el Tondoy,

nertenscen a

2L apariencia

difuza, ez muy diforosnhs idas. menbranas de la

célula madre o las o4 o pared ceElular.

Qctividadesrﬁm plrg%

zn . las Membranas de ;a Délula

Madfa y‘EﬁﬁpsparaE del ~estado IV de Espa{ulacxén

En.la tabla I s muestran las actividades res plratorlas de

las - membranas de 1a =53 u&a madrc Vs Enddspék 'del estado" IV ‘de

senorul aci én. eqar actividadeg s mpwrnran derpués de usar 105

sustratos fisioldnicos. (MADH y Succinato) y un’5u5 '“to cartifi-

]

~i2l (mezcla de Ascorbato + THRFDY . Loz rocultados muestran que en

todaos los casos estas actividades fueron mayores en el comparti-
mento de la célula madre. Sz observa ademéz @i ls tabla I, que el
MADH es ol meijor donador fizsioldgico de electrones, miaenti-ras gue

2l succinato oz o) ”vr*raio COon naa baja

aclividad. Lo mombranas

de  las endosporas tisnen aprosimadamente 1 70 % de la actividead:

mroaente on la membrana o

!

1a ;élula madre; CuandD =8 usa  la
mozctla de fAccorbato + TM?D la difoerencia dé dad entre ambos
compartimentos oe muy grsnde ya gue 1a endospora preeenta so0lo el
20 Y de 1a actividad encontrada en la céluia madre. For otro 1ado
la relacidn de [53=X=4N + THMPD/ MADH zn las membranaé de ia célula

madre s de 8 WIDHERES gque ern la endospora asn de (.25,

Las art3v1d dm: ezpecifil

de la MADH v =uccinato deshidro-
aenasas = duplican en las membranas de la célula nadre, en com—

paracidn ocon las

P

on el estadico men-—



TABLA I Actividades respiratorias asociadas a las membra-

nas de la célula madre y endosporas del estado IV de espo-
rulacién de Bacillus cereus.

*
Actividad Especifica

OXIDASAS (a&élula Madre (bﬁndoséoras Re1:3;6n_
NADH 254 175 0.68
Ascorbato + TMPD 205 43 0.20
Succinato 18 12 0.66

ASC + TMPD

Relacidn NADH 0.80 0.25
OXIDORREDUCTASAS

NADH 208 105 0.51
Succinato 169 74 0.44

Actividad especifica expresada en nmol mg—_1 min—1 para
las oxidorreductasas y en ngatomo de O, mg'1 min~ 1 para -
las oxidasas.



cionado

Poetariormente wo mzdiv oz asctividadesz durante
tode o1 procesm de dezarrsllo de la endospora sn los dos compar-
timmntos_:qu resul tados s muestran =n la figuwra 8 , dondes se
mbsearva pDE' una parte gue las actividades de NADH. y Suécinato
d:r.idr gbd = nlag membranas de la-célula madre durante  todo
=l proces da madur-acidn, son un POCO mAayores quellaé-a:tiQidades
=n las endosporay  asi miswo 2o obeser va gue anbas actividades
;5pcci€§ca§ declinan lentamente hasta x;anzar un vglof del 60 a
70 % de 1a actividad presonte en =1 inigio de - la- médUracﬁ&n
(o =) . lLa grafics demusstra tambidéng gque 1as @Ehbranas”de las
endosporas madurag colectadas on ¢l ostadio ta.s, contienen el
2G % de imé nive}a de aptividad presentes  en 155 enaoapnras
iovenes ft;Ts);

Enrlalﬁarte infericor de la amissa grafica se muesstra que las
Artividades de 13 TMPDH. onidasa y la MADH oxidasa son  similares
v decrooen ienéﬁménfa durante la‘mad:ra:ign.v "c observa que la
actividad de la. TMPDM= oxidasa on T a 4

veces menor que la presente en las me

pero  ogus oen

o

durante decarrnllio.

Mientraz gue la 1z

ambas membranas decrede

las gnduosporas es de
mbranas de la gcdlula madre,

sta

n

é:tividad‘ lentamente

NADH oxidasa: &n la masbra-

¥=1 actividad de la
na de 12 célula madire cae lentgmsnte,.én‘lgvenﬁa‘pora se presenta
una caida rapida  sncontrandos’ gus pars el"e#tada ta.= ol
euvicte un 20 % de la actividad prezente en las. endosporas  jo-
MERER, o Mltdime 1o actividad de 1o sueccinato QHiddbﬁ @i ednbios
compartimen tos permanece constante v baja dwrante la madwacidn

-

)



ESPFCIFICA

ACTIVIDAD

A- OXIDORREDUCTASAS ©O® NADH
om SUCCINATO

400 as TMPOH,
*
*
ESPORAS
200 - l
. |
L ; sy
B- OXIDASAS L
400+
200

HORAS DE ESPORULACION

FPIG. 8 Grdfica de las actividades respiratorias asociadas
a las membranas de la célula madre {(simbeolos abiertos) y
de la endospora (simbolos cerrados)durante los estados de
maduracibén (III-VI) de la esporulactn de Bacillus cereus.

Arriba: Actividad especifica de oxidorreductasas expresada
-1

en nmol min~ ! mg
Abajo: Actividad especifica de oxidasas expresada en ngato
mo O, min~ % mg'l.

* Esporas Libres.



Citocromos Ascoiadoz a 1las Meabranazs de la  Céiula
Madere v Membranazs  de

e la Endospors del Estadic T IV de
Esporul acian .

oo la figl 2 ose muestran. los espectros diféréncialeg

obtenidos  a temperatura de nitrégenp,liquidqrdE‘{q: membranas: de

la célula madre. (tima contimus) vode las menbthranas de la endos—

it

poras, traze punteado). En. la parte superior , @spectro reducido

con ditionita menos oridado, apazrecen los picos tipicos de absor-—
3 w

cidn para los citporomnos Dooms (4274 555 BRé& g citoCromo’ Cmse
8 E A

o~

(4446, D21, S48 ¢ citoocroma asss (4434 60T o« En ambos tipos de

membranas  los niveles de reducscidon de los citocromos by o 0 son

muy parecideos, pero la reduccidn del citocromo aaz es mayor en la

meEmbrana de la c4lula madre en el estadic 1V, por dtra parte; se

oproacia una clara diferencia z nivel del citocoromo o cuyo . pico

dre absorciin setvts a los 962 nm

un o len. U las.

membranaz - de 12 endospora, mientras gue en. las membranas de’la

célula madre no se.detecta la presencia de este ditociromo.

Fn la parte inferior de esta figura =se presentan los

cspectros obtenidos de

cpués de haber reducido con ditionits, peroc

21 problema . se  le . burbuiea monduido de carbono con el Fin de

£ o mar 1oe complejos correspondientes con los citooromos o~CG0
s

(pico 414 valle 4ZT1)Y v aw (picos 430, 592

valle 4442, El
complejo O0—C0 = encuentra en mayor cantidad =0 las endosporas y

21 compl e

-0 e 1a sndospora se encuentira en e cantidad

24



FIG. g Espectros diferenciales de las membranas de la cé&lula

madre (linea continua) y de las membranas de la endospora (linea
punteada) del estado IV de esporulacién.

Arriba: Espectros reducidos con ditionita menos oxidado con -~
agitacifn vigorosa registrados a temperatura de N, liguido.
Abajo: Espectros reducidos con ditionita y burbujeado con CO --—
menos reducido con ditionita{ver materiales y métodos) registra
dos a temperatura ambiente. ; '

Las suspenciocnes de las membranas contienen 6.0 mg de proteina
para todes los casos. » ’



Zov DooorbatorTHFD o cun NADH

rocdl tados muestran l1as mismnas

ceduczidn de los citocromos. La
celulz  madre -presontas mayor roduceidn del citocromo | aas paro
mENGr r@duccién del. citoocroms o.

Lo  rezsultados del andlisiszs cspectrn@atométricm~'qu&
hasta =1 mgmento == han pra:entsda zolo son :ual;tavauu, deblda
a que . los es pectror mbteniﬁos a Lempei©a tqrm de nxtrégcnu 1;qu1~
do (77 no son adecuados para haz@r u o andlisis :uant;tutlvo,
ve gua la bara tgmpcrutqra d1amzhu>u la dis rxbug16n de ‘enargia
vibracional de las mdleculas .10 quevda por resultado una E-xagera;——

cmisn de la conoentracién real de los cltocromnos. Con el fin  de

caleular las cencentrﬁciona rzalos do cada uwno de jos citocromnos
oo alizaron 1nr mismos espectros pero a tampéraﬁara' émbient&.
Loz resultados =e muestran =n la tabla. II .En la misﬁa‘sé abser—
vae que 1a endospora contiene selo la mitad de laA:on:entracidn de
citdcrémm P R= 10N praggnte Ep‘la mambrana e 1o LLILfé'”“Ar:' 9 en el

—cazo  del compleic del citﬁcromb o~CO 1a :Dnceht%acién Sen ia
endospoara &5 apranim.d: ente ol doble, en cuant@ a los citocro—
MAT Cemam Y. xSl cnnt nido kde la célula madre oS un 33 Z Y 47  h

mavor  on la célula madre gue en la endospora.  La concentracion.

del citocromn Bewms 2n los dmr Lompnrt"mcﬂtm s 1a misna.

3
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FIG 10 Espectros diferenciales de las membranas de la cé&lu
la madre (A) y endosporas (BY del estado IV de esporulacién
reducidos con NADH mencos oxidado con persulfato (lineas --
continuas), y reducidos con Ascorbato + TMPD (lineas punte
adas)..

La suspenciénde las membranas de la cé&lula madre contiene
3.5 mg de proteina y la suspencién de la endosporacontiene
4.5 mg de protefna. Los espectros se trazan a temperatura
de N, liquido.



TABLA II Concentracifn de citocromos asociados a las mem-

branas de la célula madre y endosporas de Bacillus cereus
del estado IV de esporulacifn. : )

" Relacidn

Citocromo ., CE&lula Madre END/MCM
Py 0.35 1.02
Css50 0.35 0.77
aag 0.13 7 0.0 0.53
a,-co Co0.160 o 0h10 0.62
o-Co 0.07 . 0.1z 1.71
a

Concentracibén ‘de citocromos calculada de los espectros

reducido menos oxidado. Los pares de longuitud de onda y -

l1os coeficientes de extincién molecular usados son cita-

dos en materiales y mé&todos.



Cinsrica de oo Membranas  de

1z CeIul s Madre v IV do Egpwmalaci o

Trabaice anteriores (.9} muestran gue CRrEus
presenta - un sistema respiratorio rasificads. Log inhibidoures coimo
la - atebrina, dicumaraol, antimicina A,y el HOBND susstran  una

imhibicién monofisica .y casi teotal misntraz gue el cianuco . tiene

-

una cingtica diferente dsndo dos pendic cntes do inhibicién, una &

ccncentracidmes menores de 10 aM correspondiente a  la,

=onaibhle: (ait c-apcit aaz) vy la-otra permanece presentel adn a

concentraciones mayorns de 1.0 oM corrospondients a la oxidasa
inepnsible (cid ol.

Los resultados de ambos compartimentos,  muestran wana

diferencia  en sus patrones de redueccidn ~filg. 1Q » ~§5i;;:omo
diferente concentracidn de sus onidasas terminales, "tablallll. De

acuerdo  a  nuestros podriz ssperarse una diferente  cinédtica de

inhibicidn con- CN“ an Ias memnbran

amboz. compartimentos  para
la respiracian estimul ada ‘por NADH-o =n subkeﬁpirééian endégena.
En 1a fig. 11 se muestra la cindtica dé.ihhibiuidn o

CH— de

iracién.  Enlla seccién A,

e ohserwva Guz la r;dpiratién Dﬂdég =na de las membraﬁas de la
endozpora as Eigni#icativémente mas resiztents al cianuwro gue la
actividag Ehdégena‘eﬁ'iae membranas del zzporangio completa:  En
1a miema figura =n Ia‘éqccién B3:'$e muestira. gue }a ac{iviﬂad de
1a MNADH ouidaza de laé'mémbﬁanae de la sndospora y membranas de
1A rATula madre, tisnen la misms Sindtica que ¢ la vraspitécién

enddégena. ta actividad de la Accorbato-THFD ociidasa en presencia

g}
o
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FIG. 11 Efecto de la concentracién de cianuro sobre la ac—

tividad endf6gena en el esporangio completo y endosporas --
aisladas del estado IV de esporulacidfn Secciébn A y sobre -

la respiracién estimulada por NADH (4,4) y Ascorbato + TMPD

(®,0 ) en las membranas de la c&lula madre

(simbolos abier
tos) y endospora (simbolos cerrados)

Seccién B.

El consumo
de O, se mide en 3.0 ml de buffer TCM + sacarosa 0.25 M.




TABLA III Tabla comparativa de las actividades respiratori
as y concentracién de citocromos de las membranas de la en

dospora inmadura (estado III1) y membranas de esporas madu-
ras de B. cereus. '

& pctividad especifica

o Relaci6n
_ Endospora Espora END/ ESP
OXIDORREDUCTASAS '
NADH ' 300 140 0.46
Succinato 160 75 : 0.45
OXIDASAS v
NADH 390 , - 0.05
Succinato 35- y ERNS - 0.42
Ascorbato+ TMPD 1200 55 0.45
c1TOCROMOS®
aanq 0.07 0.06 0.85
bsssy 0.36 0.27 0.75
C550 0.27 '0.22 0.81
0-Cco 0.12 0.10 0.83
a,-Co 0.10 0.08 0.85

qactividades especificas de oxidorreductasas representada

_comc nmol DCPIPH, min_1 mg de proteina -1 Y para oxidasas

L o=1 -1
representada comoc ng atomo min mg proteina -
b 12 concentracién de citocromos se estimb como se descri-
be en materiales y m&todos.



Al eobe dnkibticdor w0 onn

Soomiminay por 1o Gue

sE Supone aue 1o ;oUvno YT an Swvas oo Wnlid oy enddgena nio
ramde s dlekid @it 1 31idad del citowromo
RBxm

fpoctividades L Regpiratorias Y ‘ Cdﬁcen£raci6n de

Citoeromos on las merbranss deé laz‘Endaépofasvdei"Eéigdid.T_ili y

Eeporas libres de B oereus

Sshsorva gue durante los estadios

de maduracién.de las esporaes. de B. cereus,’ las oxidasas

succina—

ta vy Ascdrpatﬁ + TMPD) 'y 1lze deshidrogehasas {succinatso y . NADH)
en losz dos Cdmpa?timentaa declinan lentamente. Esta respuesta es

la misma cuando se mide la MADH oxidass en las memptaﬁ§5 de  la
célula madre,  en tanto que en la endespora esta,ﬁ1£i$a §Ctivi6ad
disminuye significativamente mis vapido, o gquea sggiere.qué un
mecanismo  de inactivacidn especifics podria astaf‘ fFuncionando
durante la maduracisn de la ceEpora. Debids a =s5tos resul tados se
ﬂ’-‘E‘Aﬁr'“'

comparasron  Yae actividades respiratoriascpresentes oen-lasz
hranas de. las | erdosporas dol estadic T IID Y- de - las : espovras
maduras. Loes resultados de sszte ekperimento se abestran en la

tabla TT1I, donde S22 observa que las

sas  suecinato oy MADH, suscinato y ascorbato- TMPD oxidasas rep-

aprovimadanente g1 S0 ¥ de la presente en la endospora
del estadio inmaduro. lLas actividades de succinato y Rzcorbato +
THMFD oxidasa snlo Se conservan de un 40 ~S¢ % de la actividad de

12 endozpora Joven.

—~r



cia
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vidad  de la endospora inmadura.  Con el obisto de corroborar  la

diferencia de actividades en las menbiranas de la espora madura se

trazaron  szus espechtros difcrenciales. En la fig 12 s=. observa
aue 21 espectro reducido con ditionita  menos ouxidado y ocen el
reducido + 0O menos reducido se presentan todos los  picos’ de

abszoreisén de los citecromcs encontradoz en las menbranas de  la

endospora joven. Em Ia bkabla TI1 ze presenta la cuantitica—

cidrn  de epstos citocromezs, ndtese que la espora madura.  contiene

del 75-80 Z de la concentracidn de los citocromos

presentos  en

las memhranas de la endospora joven: Fara explicasr la-caida de la
artividad de 1x MADH oxidaza en la espora madura,  se realizo el

copectro reducido con MADH menos oxidado < fig iz \StgadyFState)

de estas o membrana

conde flaranonte se obsarva. gus el nivel ae

reducoidgn de los cit

o

CIromos 8

MLy bajo>y'que a medidsa  que se

s
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nocubacidn la roducsitn de sus citocromos

lentamente, en cantr;ﬁte con - los citociromos de 1as
membranaz  de l1a célulszs madre vy de las grdosporas bajﬁ.la condi —
cidn stepdy—state  sus citomromos alcanzan ol ménimo  nivel de
reducci dn en corte tiempe. lLos resultados se presentanren‘la fig.

i,

potc
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FIG 12 ReducciSn de los citocramos evocada por la reducci®n con  di-
tionita y NADH en las menbranas de la espora madura de B. cereus.
Espectro reducido con ditionita + CO menos ditionita menos ditionita
en temperatura ambiente trazo (a), espectro reducido con NADH menos -
axidado con agitacifén vigorosa, se adbserva la secuencia de reducciGn -
de los citocromos después de incubar a diferentes tiempos (2, 5, 10 ,
20. @1) trazo (b), espectro reducido con ditionita menos oxidado tra-

.zo (c).



: 1 du o la HADH Qaidasa oy
FElowvanidn dz lon Mivelss de Reduccidn de loz Citocironos en las

Membranas dg la Ezpora Madwa

En -la tabla I se muestrad gue en las mesbranas de  le
célula  madre existe el doble de 1a actividad de la NADH
cle la préeenta en laz membiranss do la endospora vy gue esta  dife—

rencia .

hars =2arn mayor 2n laz mesbranas de la espora madura

tabhla TT1I.  FPor otra partéﬁ en las figs. 2y 1¢ ze muestra gue la

arctividad dela MADH deshidrogenasa presente sn los tres tipos de

membranaz €= la suficiente para gue existan buenos niveles de

reducsidn de los citooromos con este sustratolBn las membranas de

1a espora madw a reducen pebromente los citocromos. fig. 1Z  al

contrarin de o lo gue sucede con las membianas . del zsporangio

completo de cstadios jdvenss y de su endospor:

=

Si - en 13 espora madura exizten las deshidrogenasas vy o los

citocromo

el nanico s compbnenta doela wmadena raspiratoria gque
podria  estar influyendo en la caida de la actividad de la  NADH

ovidasa 5 la menaguinona. Fara probarlo

agdiciond un pocw de

menadi ona foompunsts andlago a  la menaquinona) o las  oembranas
de la e=pora madwra vy =se midig 1z adtiﬁidad ﬂe esta oiidasa,
encontrindose un incremento Eﬁgnificativu e la  actividad. -Des~—
puds dr adicionar s concentraciones cradientas de menadiona se

ohserva gue la actividad ge restaura rédpidaments,  aun a baljas
concentraciones v que aAlcanca un nivel addico similar al de las

memhranas de 1z célula madre v ondospoiras de estadio. 11T de

£
3
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FIG 13 Efecto de la concentracién de menadiona sobre la respiracitn -
dependiente de NADH 0.5 mM en las menbranas de la espora madura (la —
actividad se mide en cubetas de 3 ml ).

Los ntmeros muestran la estimulacifn de la actividad ejercida por la -
adicitn de 200 mM de menadiona sobre la cé&lula madre (M) y endosporas

(End) del estado IV de esporulaci®n y de las membranas en la espora —
madura  (EM). '
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Fig. 14 Se presentan los espectros reducidos con NADH menos

oxidados de las membranas de la endospora (a) .A la cubeta

de muestra se le adiciona menadiona trazo (b) y por dltimo -
se dejo incubar la muestra anterior hasta alcanzar &l estado

anaertbico. trazo (c¢) donde se muestra que los picos en estos

casos va aumentando progresivamente hasta alcanzar casi el

nivel dado por la reduccibén con ditionita(4).



HADH senos oxida-

E lonadas con - nenadiona,
dondre  se ohzerva wn incremento conzmidorable de la reduccidn de
todos | sus citocromos en compai-aciutn del control fig. -14 {ad

realizado en ausencia de menadiona « La misma cubeta experimental

=z delda incubar durarnie 19 min con el

ta

in'de llegar &l estado
snaerdbico (b)) encontrando gue los citocromos  presentan’ un
nivel de reduccidén  similse 1

o

manzado por la reduccidn con

sl oa

ditionita ey,

0



nIgscusIon vy

Dado aque ol abictivo de

comparar el
Sistema Respiratorioc de laz membranas de la célula madre de

Bacilluz cereus, fue importante conocer el

grado de pureza en la
praparaci én deo 1as membranaz de

=1

la endosporas, para poder af iy mar

cual guier resultado que en o=s=te

eztudipg se enconty ara. Forlo que
za nrohd un marcador de mesbrana como lo ez la fluoresscaming; gue

Segan los rvepories de la. bibliocgrafia es rveportada comno

impermeable - a la membirrana interna de la

obhsaervd oque la. membrana backeriana e permeable -a -dicho

compuestoy va gque &l marcar las células del estadio T IV de

ezporulacidn vy  obssrvarla=s el wicrozueopic de Fluoras:entia,

tarto la membrana de 1z célula madre como o la . endospor

oncontraron  marcadac

A por 1o gue oste conpussto No HesS fué wtil

o]

ara conooer ol grado de pureza on la puwificacidn de’ endosporas

obtenidas de los diforontes estadioz deg . esporalaci

:Dadaféate

resultado el  rmétodo usado para estar seguros de 1& puresa de
nusstras preparaciones, fueé osbhsam-varlas at microscopio

2l ecirdn

i
L

ce, donde  fue claroc gue o habia unacontaminacisn

ioportante de membrana de la célula madre en las | preparaciones

dr lzas endeosporas alsladas por eoste

I

método, pow 1o we  se
considersd que lo= resultados de ezie estudioc zon confiables.

Purarnte el decarrollo de d¢ste trabajo se encontdd que

1asm membranas de la célula madre y endosporas de estadio- IV de
coporal acidn presentan ol oismo arreglc o2n su S.Reypero. difieren

on 1a concentraci dn [3]=] Sus citocromnos v actividadaes

8]

b



En 1o f£ig. TE oos o maocto o v srosuwmen Jde éstas
diferenciaa. Las  membranos ol la  undospdrd son claramente

membse an

de la odlula madre en =z bajo

THMFPHL -0zl dass, pero al

o {(fig.% y tabla IXI), Y
comp  consecuencia se obzerva un cumpur tamienlo hlnétlcﬁ distinto
haciza' o1l cianuro entrz las membranas de  ambos compartimentos.

Como = mogtrd en la fig. 1o, la respirascion hndég a ‘de.  las

2

endosporas intactas v la respivacidn dependiente de NADH de ¢stas

membranas @ Son mayores quc.an menbiranas  de ia ﬁélulavmaéfe Y
del esporangio complate, jo gque suglere que el camino resistente
a) cianuwro. tiens una maysr . contribucien .en 1a'_iattividad
feﬁniratoria de las eondosporas gue on el ccmpartiménta, de la
:élula maqre. En o un trabsalio 3nteripr realizado pDFV Hogarth

€1

i

da s encontré - gue en las ceélulas del ‘eatad1o‘ V) de

ezporulacidn rium =l cnntenldm d@ cxtocranm c
o= monor e2nols Gndbspora Y que a su-ved prEsenta:mayorrcqntenido
en  citocromo o, no Habi&ndo una  diferencia apérenté cen el
contenido de citocromo - Admy o ani ch se podria  pensar  que las
diferenci as en ;a,concentracidn de 195 cit&crommﬁ [ Yy aas  en
ambas especies, estéﬁ‘ girectammnte relacionadas con la bada

sctividad de la THED

v su rasistencia  al cianuwros

En 1os resultados reportades por Andreoli y cols, (2

-~

Y

por Escamilla vy Benitn‘(B); =& demostrd gue durante los estadios

vegetative v spsporulante de Bocerous, [a3X, :ten diferencias en la
concentracidn de UG citoocromops -y de S actividades

rogpiratorias, estas diferonci

se presentan desde los estadios



CELULA MADRE ENDOSPORA

NADH-OXTDASA + 4 4+ + + 4+ +
TMPD OXIDASA ot -
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REGISTENCIA A CN- + +
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FIG. 15 Resumen de los resultados encontrados al comparar el SR de
las membranas de la c&lula madre y endosporas del estado IV de esporu

lacitén de B. cereus.



tempranns de coporulacide, 1o gue nos osotd hablando de gue desde

=1 iniciec do la formacidn do la ezpora,

wina expresion

genética distinta en azmbos compartimentos; i ademdas de désto se

considera que la membrana aiterna de la endospora es  sintetizada
en distinto  tiempo, gue . la de la membrans de la célula madre,
entonces fsta podria explicar las deforenciasz en la concentracion

de leos citocromos y actividades de ambas membrabas.

be otira parte, se mostrd gue la actividad de 1& - NADH

Ci

ovidasa durante el desariollo do la ondozspors  cas  rapidamenie

éfig,a) y esta actividad en la espora madura sdlo &lcanza el O%
de la actividad presente enla endospora Joven (eatadio;lli);
Setlow v cole. oan 1931 (173 observarocn
que aproximadamente una hora antos de la acumul acidn ‘dé"a;ido‘
dipicnlinice, la relacidn de  MODH/MADE en  la :éﬁdDéﬁDFﬂ de
B.megatorium, caf & valores tﬂh’baj@a coms los encontrados en la
mepora madareg fzta caida podeia =zer la  causa, de . la baja
en 1a rezpiracidén endégena y actividad dg 1la NADH xidasa que s

phzervareon = 1oz ertadios finales de la " maduracién de ia

endospora de B.oereus. - Bin embargo, no sodlo . la respiraci on

enddgena de 1a endospnré,decréce'canforme avan:;ysu madwraci oy
sinn gue tambidn l1a actividad de lé NADH oxidasa cae mas rapido
que =1 resto de las a&tividades (fig. B y ¢sta caida podria sar
la causa do gue loz citocromos sean . tan pobremente  reducidos
por &1 MANH an la espora madura (Fig.13)., apmyaﬁdo de ésta maneia
1a idea de due el flujo de slectrones egt:flimitadn por la beada
concentyracidan . de quinona en la cadéna, 1o zual ésté.apmyadu por

=38 euporimento. de la roactivacidn con la

sobre lag

el



membranas de 1o sspors maduara (Fig.1Z) donde o zme suestra la
recuneraci an de 1A aotividad S FEDR ouidaca @l adicil onar

conaentraciones crecientes do sonadiona.

Purante la cion de la endozpora, varios eventos
de demanda energética tiegnen lugar y  como consecuencia de  dsto
un sistema respirvatoric complotamente active parece ser necesacio

durante dé¢ste periodo como lo  sugliere 1a fuerte dnhibician

ejmroida s por e¥ cianuwo en las otapas tempranas de desarrollo de

1a eélula ssporangial 15,  La'engrgis de éste proceso ‘parace
savr genaradadentro  de la e@spora comno 1o sugleren 1os alios

niveleaes. do CNADH-y ATE (17,18 %y 1o alta ‘respiracion - enddgena

detectada en lasvendbsporaé sisladas (2,13,22 . Unardisminucian
en 1a actividad motabdlica de la endospora parece .oéurrir al
rededom  de 109;~eat.édcbs v y V como lo suglore la baja de &TF vy
MADH (17,160 Y como se mostrd anteridvmente pdr 15 éa}da en la
respiraci dn endégena; fdomas  en  dste éstada“dn’  sistena
respiratorio  completamente active en-1a endospufa Cparecs Ser

innececsario para su futwro desarrocllo: sin . embargo después de

H b

= ST =

dete hiommeo mucha de 1a demands enorgsbic:

de la endos=pora y es apagrentemente zoportado for la céiula madre.
En  realidad la célula madrs mantiens los niveles constantes de
ATE (17,18 v come lo sugiesren nuestros resultados, un sistema

activo.

Wilkinson v cols. {22)freportar0n gue la MADH oxidasa
de R.aeqatecium es sdabitamente actiyada duwr-ante  195 primer os
minutos do la germianzcidn -ehoun PITOCEes0 gue- - Deuirre aun en
rezencia de ecloranfenicol, noscstros hemos pbservado que  la

adicién de menadiona en las wesbracnas de la espora madur a lnduee



e notrakles incromento o la rospivacis
conclusionss estdn relacionadas coun la bejs actividad de la

menagquinona enddégena en 1o oo

de la endospora  deberd ser
materia de un estudio con més detelle.

Por - dltimo # coms conclusisn final de éste  trabaljo
pndemnos éfirmar'que,‘ 2 diferencia de la membrana de célula madre

1a membrana de la @ endospora de Bacillus  cereus wsa

preferentemente - 1la - via @ insensible s clanuwro (fig.157 qua le

permite  estar MEJOR ADAPTADA FARA LA RESFIRACION A BAJAS TENSION

DE OYIGEMD.
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