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RESUMEN
Se estudid la actividad independiente de las citocromoe
oxidasas terminales que forman parte del sistema respiratorior de
Bacillus cereus. Dicho estudino se realizdé en membranas de la fase
esporulante. Ciné¢ticamente fué posible distinguir la actividad de.
dos oxXidasas con distinta afinidad poer el oxigeno (Km=7.7)uM Yy
Km=2.B)uM).' Ademas la cinética de NADH oxidasa y THMPFD oxidasa en
presencia de los inhibidores cianuro y/6 mondxido de carbono,
sugieren la participacién de cuando menos dos vias de transporte
de elactrones, con diferente sensibilidad al cianuro.

Mediante espectros diferenciales, ditionita + CO menos
ditionita, efectuados anteriormente en el laboratorio en el mismo
bacilo, se pudo detectar dos citocromos oxidasas, la aax y la o.

De B. cereus, se aislsée wun mutante que carece de
citocromo oxidasa a2as (como se pudo apreciar en los espectros
diferenciales) al cual se le denomind PYM. Con la cinética de
NADH oxidasa en presencia de cianuro practicado en la cepa PYM,
sé pudo detectar la actividad de la citocromo oxidasa o, sin la

interferencia de la via principal (aas) para el transporte de

electrones.



INTRODUCCION

Las bacterias estan ampliamente distribuidas en el
plaheta debido a'que han habitadeo en ¢1 durante las tres cuartas
partes de su exigtencia y de ahi su gran diversidad. A las
bacterias se les encuentra en estanques, rios, agna de mar, en
alimentos, en el tracto digestivo del hombre y de otros animales
(6*) . La diversidad bacteriana abarca practicamente todos 1los
nichos ecoldgicos, crecen en temperaturas extremas gue van desde
por debajo de los cero grades hasta temperaturas superiores a los
cien grados. Los nutrientes ﬁue utilizan son muy diversos pueden
serr tan simples como el CO= y Nz gue utilizan como unicas fuentes
de carbono y nitrdégeno, 6 bien usar mezclas complejas (13, 8).

Sélo algunas especies bacterianas son nocivas al hombre
Y a ciertos vegetales y animales de importancia econdomica, las
demds son inofensivas y algunas son benédficas incluso de wvital
importancia para 1la existencia de plantas y animales por su
funcidn ecoldgica, comp ocurre con las bacterias fijadoras de Nz
y las degradadoras y transformadoras de materia organica (&*).

Existen especies bacterianas aerobias, anaerébias
facultativas vy anaerobias estrictas. El sistema respiratorio
bacteriano varia de una especie a otra, aungue en términos
generales es semejante al sistema respiratorio mitocondrial de
eucariotes (2).’ Algunas sspecies bacterianas en cultjvo' tienen
la’ capacidad de formar sistemas respiratorios mucho mas
complejos, de tal forma que los tipos y concentraciones de los

componentes del sistema dependen de las variables del cul tivo,



tales como nutrientes, flujo de Ox. temperatura, agitacidén, etc.

y del estado de desarrollo de la poblacién.
La capacidad de formacidn de sistemas respiratorios

complejos, es una estrategia de muchas especies bacterianas por

la que obtienen energia bajo diversas situaciones ambientales,

siempre vy cuandeo dispongan de fuentes de carbono y nitrdégenc

(30) . Existen muchas especies bacterianas cuyos sistemas

respiratorios estan formados por varias cadenas que pueden

funcionar independientemente 6 entrecruzarse y formar sistemas

ramificados. Asd lag bacterias son capaces de adaptarse a las

variaciones del medio ambiente capacidad que es debida en gran

parte al sistema respiratorio. 5i la tensidén de 0= en el medio es

baja, la bacteria favorece la sintesis de los citocromos ai: ¥ a=

que cinéticamente se distinguen por su alta afinidad por el O=.
mientras que a tensiones mayores los citocromos aax y o funcionan

dptimamente como oxidasas.

Hasta aqui se han indicado algunas diferencias
generales importantes del sistema respiratorio bacteriano, cuya
funcidén principal es proporcionar energia al organismo. Sin

embargo, dicho sistema no existia en los organismos unicelulares

mas antiguos, tales como bacterias, las cuales con mucha

seguridad eran heterdtrofas; es decir no fabricaban sus propios

alimentos, sino que los tomaban ya elaborados de la gran cantidad

de "materia organica disuelta en los mares primitivos, Yy que se

habia formado abidéticamente (1% y 3*). Estas substancias, por

ejemplo los carbohidratos, incorporados al interior de 1las

primeras células, eran utilizadas para obtener energia
aprobechable biolégicamente por medio de la fermentaciodn
3



anaerobia, un  proceso que es poco eficiente desde el punto de

vista energético (3%) . Con el transcurso del tiempo, las

substancias alimenticias fueron escaseando, por 1o que dichos

microorganismos requerian de un sistema gque aportara energia mas

eficientemente. Asi que en el transcurso de la evolucidén fueron

apareciendo microorganismos fotosintéticos, entre los cuales las

algas verde—azdles y bacterias fotosintéticas, eran capaces de
incorporar al diéxido de carbono (CO=) presente en la atmasfera a

compuestos reducidos de origen metabdélico utilizande para ello

el acido sulfhidrico (H=8) atmosférico (en bacterias

fotosintéticas) Y al agua mediante procesos fotositéticos (en

algas verde—azdles) ((1* y 3*) . En la fotosintesis de las algas

verde—azdl es, se liberaba oxigeno con la consecuente

transformacién de la atmésfera de reductora a oxidante. Dicha
transformaci én atmosférica, provocd que muchas especies
microbianas {incluyendo ciertas especies bacterianas) gque no

tolaeraban al oxigeno libre desaparecieran, otras se retiraron a

microambientes anaercbios (1*), como son los lpdos marinosg

sin
embargo, algqunas especies microbianas, probablemente
descendientes de bacterias fotosintéticas, desarrollaron ]

readaptaron su sistema fotositético en un sistema respiratorio ya

‘gque son muy parecidos ambos sistemas (1%).

A pesar del desarrollo evolutivo vy de las grandes
diferencias encontradas en el sistema respirtorio de muchas
especies bacterianas, todavia se puede generalizar dicho sistema,
en el cual ocwrre una serie de reacciones de oxidacidon—reduccidn

que produce energia (ATF) 3 dichas reacciones suceden con



transferencia de electrones desde un dador electrénico (el agente

reductor) a un aceptor electroénico (el agente oxidante) (4*). En

algunas reacciones de oxidacion—+reduccibdn, la transferencia de

electrones se realira mediante transferencia de hidrdgeno.

Con referencia al parrafo anterior, es posible

describir un esquema general del sistema rspiratorio bacteriano

(fig. 17, en donde se agrupan las posibilidades de su

organizacién con base en las caracteristicas de diversos grupos

bacterianos, en que se consideran tres sectores: El sector de

entrada constituido por mdltiples deshidrogenasas y flavoenzimasg

un sector intermedio gue puede ser coman 6 formado por vias

paralel as, constituido por guinonas, centyros de fierro— azufre,

citoeromos del tipo b vy ¢ y otras metaloproteinas: v el sector de

salida ~que puede estar formado hasta por cuatro citecromos

diferentes (ai, azm=, as y 0) cuando el aceptor final es el 0z, en

ausencia de éste, puede utilizar diversos aceptores inorganicos vy

organicos tales como nitrito, nitrato y sulfatos; en cada caso

habra una reductasa especifica y en muchos casos un citocromo de

tipo b 6 c que enlaza a la reductasa con el sector intermedio del

sistema. FPor tanto se puede decir que la presencia de sistemas

respiratorios alternos es un fendmeno muy comunmente distribuido

en muchas especies bacterianas, como ejemplos se tienen a

Escherichia cpli, Azpbtobacter vinelandii, fFseudomonas putida, vy

P. aerudginosa (14).

For otra parte, durante la esporogénesis se han encontrado
modificaciones, tanto cualitativas como cuantitativas, en 1la

cadena de transporte de electrones (CTE) de 1las distintas

especies de bacilos. Por eijemplo, en Bacillus megaterium, se ha
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descrito (195) durante el crecimiento exponencial la ausencia de

citocromo e« vy su aparicidén durante los primeros estadios de
esporulacidn, aparecen en este proceso cadenas alternas poco
sensibles al cianuro (CN—) . En B. subtilis también se a
demostrade la presencia de citocromo o (30), el cual puede
funcionar como oxidasa terminal. En B. cereus Halvorseon (15f
encontrd que exniste un incremento notable en el consumo de
ox¥igeno una vez que las células dejan de dividirse y alcanzan los
primeros estadios de esporulacidén. Felix y Lundgren (12>
demostr aron un marcado incremento en el nivel de citocromos al
finalizar el crecimiento vegeéativo; esos niveles permanecieron a
lo largo de la esporulacién. Ademds estos  investigadores,
encontraron, que la inhibicién del transporte de electrones, por
la adicién del CN— al medio de cultivo, tenia poca influencia en
el crecimiento vegetativo pero inhibia fuertemente la
esporulacion. Estos resultados apoyan la idea, de gue durante el
crecimiento vegetativo, no es indispensable la cadana
respiratofia tipica, la cual es absolutamente necesaria para ia
esporulacién,

A pesar que se ha intentado obtener ¢ desarvrollar
inhibidores respiratorios especificos de cada una de las oxidasas
bacterianas no ha sido posible. El CN™ que es un inhibidor
clasico de la citocromo c oxidasa (citocromo aas mitocondrial)
témsién inhibe fuertemente a 1l1la oxidasa aas bacteriana.
Di ferentes trabajos (1, 21 sugieren gque el CN— actda con menor
potencia sobre las oxidasas terminales alternativas al citocromo

aa= (citocromos Oy d y aid). Por otro lade =se ha sugerido que las



citocromo oxidasas bacterianas tienen diferente

O= y el monéxido de carbonec (COY (3, &6, 21, 24).

OBJETIVDS

Los objetivos de la presente tesis es

las cinéticas de inhibicidn para el CN— y CO v 1la

afinidad por

el

afinidad para el 0= vy tratar de distinguir

independiente de las oxidasas terminales gue forman

sistema respiratorio de Bacillus cereus.

la

el

de analizar

cinética

parte

de

activiﬁad

del



GENERALIDADES DE LA ESPORULACIDN

La esporul acidn bacteriana se halla ampliamente
distribuida, se encuentra en las bacterias de lo= géneros
Sporasarcina, bacterias filamentosas del géneroc Termpactinomyces

y las bacterias del género Desulphatumacul um. Como se sabe, la

formacidn de endosporas no esta restringida a un grupo . de
organismos intimamente relacionados, siendo enorme la diversidad

fisioldégica de las bacterias de estos géneross algunas son
anaerobi as (Clostridium) mientras gue otras son aerobias 6
anaerobias facultativas (Bacillus),  algunas tienen requerimentos
nutricionales simples, mientras que otras requieren substancias
muy elaboradas (como en el caso de especies parasitas). Las
especies mencionadas forman una sola espora por cada célula. Se
han encontrado otro tipo de microorganismos que forman mas de una
espora por cada celul as ¢stos microorganismos no estan
perfectamente bien caracterizados desde el punto de vista
taxkondmico, Yy generalmente se encuentran asociados a organismos
hospederos constituyendo un mutualismo, entre ellos se encuentra

un organismo designado Metabacterium polyspora que puede formar

de dos a cinco esporas endégenas. Los organismos hospederos
generalmente son los artrépodos y anfibios.

El inicio de la esporulacidn, se da normalmente después
de 1la fase de crecimiento logaritmico, cuando se ha agotado 1la
fuente de carbono fermentable, cesa la glicélisis y el'esporangié
depende totalmente para su desarrollo del metabolismo oxidativo,
alcanzan sus actividades maximas el ciclo de Krebs y 1l1la cadena

repiratoria. De esta forma se produce la espora, la cual en
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condiciones ambientales favorables emerger a como célula

vegetativa después del proceso de germinacion.

Si el microorganismo es genéticamente capaz de

esporul ar y las condiciones favorecen el Proceso, entonces cse

lleva a cebo la esporulacioén, produciendo una endospora en el

lapso aproximado de 8 a 10 horas.

El proceso de esporulacion se ha estudiade en el

microscopio electrdnico y se han observado los cambios

morfolégicos; gue conducen a la formacidén de la espora, que son

similares en todas las especies de Bacillus vy

dividido en csiete estadios morfol égicos

Clostridium. Este

proceso se ha que se

muestran en la figura 2.

El Estadio O se rerfiere a la célula vegetativa. Esta

contiene dos & mas copias duplicadas del cromopsoma que se ven

como cuerpos discretos, compactos y aparentemente esféricos. La

sintesis del Acido desoxirribonucleico cesa, pero los cuerpos de

cromatina continGan cambiando en distribucién y en forma hasta

gque constituyen un filameihitoc anial dentro de cada célulag este

cambio representa el Estadio 1 de la esporulacién. Esta etapa es

seguida por el crecimiento e invaginacién de la membrana en uno

de 1los polos de la célula, Y 1la formacién el septo

esporangial
que delimita dos compartimentos a) el de la célula madre, gque

ocupa dos terceras partes del volumen total del esporangio, Yy b?
el de la forespora & prespora, que ocupa el resto del volumen, a
esto se denomina Estadio IIlj durante este evento empieza a

sintetizarse un peptidoglicano que asegura la formacién del

septos una vez que éste se ha formado, el peptidoglicano es
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digerido por la bacteria gque contintta al Estadio III, en el cual
la célula mas grande engloba a la mas pequefa mediante el
crecimiento continuo de la membrana, se forma asi un protoplasto
rodeado por dos membranas, las cuales estardn orientadas en
oposicidn. El Estadio IV marca el inicio de la formacidén de 1la
corteza, en donde el pesptidoglicano cortical se sitda entre las
membranas » interna y externa de la prespora vy Fforma la
corteza. La corteza es un componente especifico de 1la espora,
desaparece durante la germinacioén Yy no se encuentra en las
células vegetativasf Se ha demostrado que en la corteza se
deposita acido dipicolsinico (ADP)Y, - polimero de peptidoglicamo vy
calcio. Este estadio es seguido.por la terminacidn de 1las
cubiertas de proteina, acumul aci 6n de ADP, la incorporacidén de
calcio, el desarrollo final de la corteza y la terminacidn de la
espora (Estadio V), que llega a ser un cuerpo brillante. La
espora madura dentro del esporangio representa el Estadioc VIj;
hasta agui termina la diferenciacidén. El Estadio VII es en si la

liberacién de la espora madura.

Estructura de la Endospora

M traestructuralmente la espora bacteriana esta formada
por diferentes capas (fig. 3) . " La mads externa que rodea a 1a
espora, l1lamada exosporium, es una capa delgada que rodea por
fuera a la cubierta de la esporas presenta una estructura
Drdenada,. con fragmentos hexagonales que semejan una

configuracién cristalina. Por debajo del exosporium se encuentran
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las capas de la cubierta de la espora, constituidas por un 0% de
proteina. Por debajo de esta capa, se encuentra uwna membrana
delgada que separa 1la cubierta de la espora de la corteza de 1la
espora, que s una area de baja densidad electrénica compuesta de
capas concéntricas que ocupa aproximadamente la mitad del
volumen de la espora. La pared del protoplasto se encuentra
ubhicada debajo de la corteza, inmediatamente por fuera de 1la
membrana del protoplasto. LLa corteza se hidroliza por enzimas
liticas durante la germinacién en que la pared celular germinal

persiste y llega a ser la pared celular de la espora germinada.

Inducecidén de la Esporogénesis

La expresidén fenotipica del genoma de la espora depende
de 1los factores externos. La esporulacion normalmente empieza
después gque se ha detenido el crecimiento  exponencial por
agotamiento de los nutrientes de rapida utilizacién en el medio.
La induccidon de la esgporulacidén puede ocurrir igual en una célula
pfimaria, por ejemplo en una célula formada inmediatamente depués
del aumento de masa de la espora sin ninguna divisién celulars
a este proceso se le llama microciclo de esporulacién. El
macrociclo, es cuando las células esporulan despﬂe; de una serie
de divisiones celulares.

En cada especie existen condiciones o6ptimas para 1la
esporogénesis que involucran factores tales como pH, aereacién,
ﬁemperatura, nutrientes vy cationes del medio. En el medio  de

cultivo la esporulacién se inicia pdr el agotamiento del carbono

11
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y nitrégeno, Yy algunas veces por el agotamiento de fosfatos. La
esporogénesis, ocurre masivamente al término del crecimiento
vegetativo o a baja frecuencia en cultivos en crecimiento
exponencial, condicién en que es fuertemente influenciada por las

fuentes de carbono y nitrdégeno aprovechables. Los compuestos

nitrogenados metabeolizables generalmente reprimen la
esporogénesis y en combinacidn con glucosa los: estimula. "En
general, las fuentes de carbono que son riapidamente

metabeolizables favorecen el crecimiento wvegetativo, mientras
aquellas que son mas lentamente metabolizables estimulan 1a

formaci én de la espora.

Cambios Metabdélicos vy Bioquimicos Asociados con la

Esporul aci én

El desarrollo morfolégico de la espora es acompafVada
por cambios bioQuimicos mayores, asi el metabolismo de la célula
cambia a wmedida que las fuentes de carbono y de energia del

medio se van agotando. El pH durante el crecimiento vegetativo en

. presencia de glucosa, disminuye drasticamente hasta valores  de

5.3 a 8.5 debido a la acumulacion de productos metabélicos

intermediarios, principalmente &cidos organicos tales como

pirdvico, lactico y acético. Esta disminucién del pH coincide con

el inicio de la esporulaciodn, en donde se utilizan los Acidos
organicos con la consecuente elevacidén del pH. La variacion del

pH no es necesaria para el inicio de la esporulacién, ya que

12



algunos organi smos que crecen en glutamato o en estracto de
levadura no sufren cambios en el pH y esporulan normalmente. La

actividad y concentracisén de algunas enzimas, tales como las

involucradas en la glucélisis s lisina descarboxilasa 6
isocitrato deshidrogenacsa, disminuyen al iniciarse la
esporulacidn Yy aumentan las enzimas del ciclo del acido
tricarboxilico (TCA) como la aconitasa, asi mismo se incrementan

las proteasas, citocromos, etc. Los citocromos proveen de energia
(ATP) que sostiene la esporulacidn, por lo que los mutantes de
algdn citocromo dejan de esporular. De acuerdo con los trbajos
realizados por Halvorson y Murrell- (2*%) los cambios enzimaticos
que tienen lugar durante 1la esporulacidn pueden ser tanto
cualitativos como cuantitativos (fig. 4). Durante el crecimiento
logaritmico las células contienen las enzimas necesarias para uan
desarrollo normal. Al tiempo te se inicia la esporulacibn; las
proteasas, los sistemas antibioéticos y de lisis de la pared se

inducen (circulos abiertos), en tanmnto que muchas enzimas

- vegetativas | disminuyen su actividad. Esta disminucién puede ser

de dos tipos: el primero aparentemente involuecra la inactivaciéon
de enzimas (triangulos cerrados) como la lisina descarboxilasa,
isocitrato deshidrogenasa, treonina deshidratasa Y
fosfofructocinasa (PFK). - El segundo tipo incluye las enzimas que
disminuyen su actividad lentamente 6 permanecen. constantes
durante la esporulacidén (triangulos abiertos).

En los tiempolt, a tay se incluye la fase temprana vy
tardia en = donde aparecen otras enzimas en ias células
esporul antes. En. la fase temprana (ti a t=) se tienen algunas

enzimas del ciclo de Krebs y otras enzimas que oxidan Acidos;

13
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mientras que en la fase tardia (ts a ta) se encuentran diversas
enzimas responsables de la formacién de los componentes de 1a
espora, como del ADP. Seis horas después cesa el crecimiento vy

aparece el esporangio.

Categoria de Relevancia de los Eventos Rioquimicos

Durante la Espurulacidan

1Y Eventos que son Esenciales vy Especificos de la
Esporul acidn.

Son 1los eventos bioquimicos responsables de la
produccidn vy localizacidn del septo de la espora en el Estado I1I
y 1 subsecuente englobamiento del protoplasto de 1la espora
(Estadio IT—-3I1 1) sS0on supuestamente eventos esenciales v
especificos de la esporulacidén.

La enzima diaminopimelato ligasa, la cual esta

involucrada en la formacidn de la corteza de Racillus sphaericus

9 lai{s) proleinai{s? de la cubierta de la espora son ciertamente
especificas de la esporulacidn, aunque se han aislado mutantes
que no producen corteza pero que pusden producir esporas al
término de la diferenciacidén (5*).

‘ 2)Eventos que son Especificos de la Esporulacién vy
Distribuidos.

Los eventos de esta categoria no se requieren para 1la
esporulacidén normal, debido a que los mutantes con estos defectos
espdrulan normalmente. Algunos ejemplos en esta categoria de
eventos son la produccidn de metaloproteasas al comienzo de la

esporulacién v del Acido dipicolinico y la alanina deshidrogenasa
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a en los altimos estadios. El &cido dipicolinico y 1la alanina
deshidrogenasa pueden requerirse para la germinacidén de la
EEporayg y‘asi ser distintos de otros eventos en este grupo.

S)YEventos que son Esenciales pero no Especificos de la
Esporul aci én.

Esta categoria incluye todos aquellos eventos que se
requieren para la esporulacidén y que también pueden ocurrir
durante el crecimiento vegetativo. Los citocromos ¥y las enzimas
gel ciclo del TCA, son necesariocs para mantener el suministro
adecuado de energia durante la esporulacidan.

4)Eventos Irrelevantes.

ira produccidn de arginasa y amilasa al comienze de la
esporul acidn es ocacionada por el grado nutricional bajo,
condicidn que se usa para obtener esporulacidn. Esas enzimas no
estan completamente relacionadas con el proceso de

diferenciacidn.

Regulacidén Fisioldgica de la Esporulacién

ta iniciacidén de la esporulacidn es reprimida por 1la

presencia de fuentes de carbono vy nitroégeno facilmente

metabolizables. Cuando uno u otro de estos compuestos llegan a

ser limitantes en el medioc de cultivo, la esporulacidén puede

iniciarse igual que en la presencia de un exceso del otro. Bajo
ciertas condiciones la limitacidén del fosfato puede también

inducir la esporulacidn. La probabilidad de que. una célula
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vegetativa quede comprometida a esporular depende de las fuentes

de carbono y nitrégeno. La probabilidad es baja con fuentes ricas

de carbono y nitrdégeno; s=in embargo, si uno u otro es reemplazado
por un compuesto mas lentamente metabolizable la probabilidad de
que la esporulacioéon se inicie se incrementa y en algunos casos,
pér ejemplo &l crecerlas en medio minimo de sales con glucosa
como  fuente de carbono e histidina como fuente de nitrdgeno,
alcanza la unidad. Estaz observaciones sugieren gque la
esporul aci on es reprimida por catabolitos que contienen
nitrdgeno.

LLos principales mecani smos involucrados en la
regulacidn de la esporulacidn, son la represidn de la sintesis de
enzimas, la induccion y 1la represidén por catabolitos y 1la
inhibicidén por retroalimentacidn.

1)YRepresidn. La represién de la sintesis de enzimas es
de gran utilidad. Fues evita la sintesis de enzimas que en ese
momento no se requieren, y asi evita la cé&lula gastos energéticos
extras.

2)Induccidn y Represioén por Catabolitos. En la
represién por catabolitos se requiere que haya una acumulaciéon de
ios mismos a partir de glucosa vy, ademas, una concentracidén
elevada -de mol éculas de alta energia. El1 uso de este mecanismb de
control coincide con l1os datos que se tienen del ;ontrol de la
esporul aci 6n. De esta forma, cuando se agotan los nutrientes del
medio, él control de represién por catabolitos cesa y las enzimas
espé;ificas de 1a esporulaéién pueden inducirse.

INInhibicién por Retreocalimentacién. Se sabe que la poza

de algunos metabolitos se incrementa después de gque ha terminado
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el crecimiento, pero las razones de esto no han sido dilucidadas.

El crecimiento se detiene por el agotamiento de fuentes
facilmente metabolizables y esto redunda en la disminucién de 1la
poza. Sin embargo, se sabe gque las hidrolasas se incrementan en
este momento, por lo que se cree que 1la poza aumenta como
respuesta a un aumento en el recambio de los polimeros celulares.
Esto podria tener el siguiente efecto: el incremento en 1la

concentracién celular de aminoiAcidos y nucledtidos reprime 1a

sintesis de enzimas biositéticas e inhibe, por consiguiente, la

sintesis posterior de los productos finales por
retroalimentacidén, gue permitirid a la célula mediante las enzimas

inducidas necesarias ¥ las no inhibidas en el microorgani emo
en crecimiento desarrollar la espora. El beneficio principal
para la célula esporulante seria un uso eficiente de la energia
total de la célula.

Las enzimas alostéricas tienen otras ventajas durante
l1a esporulacion. Se afecta la actividad basal de muchas enzimas
del metabolismo de carbohidratos por metabolitos que
especificamente no corresponden a los productos finales, pero que
éstén en rtrelacidén con la carga energética de 1la célulag por
ejemplo la PFK, es inhibida por el ATP. Por 1o tanto, la

regulacion de 12 glucélisis Y la gluconeogénesis dependen de las

reacciones productoras de energia.

Transformacion de Esporas a Células Vegetativas
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Existen tres proceseos secuenciales para la
transformacién de una espora a una célula wvegetativa:s a)

activacidén; b) germinacién y c) aumento de masa.

a) Actiwvacidn

Capacita a la céluwla para germinar cuando las
condiciones son  adecuadas. La activacidn es un proceso
reversible, la cual puede darse por calentamiento subletél,

exposicidn a pH bajos ¢ a substancias reductores.

Germinaci én

Es un proceso irrevercsiblie en 1 cual occurren varios
eventos después de la exposicidn de las esporas activadas a
estimulantes especificos. Esto es acompafado por hipchamiento y
la pérdida de propiedades fisinlégicas tipicas de la espora. Asi,
se pierden la resistencia a los cambios ambientales bruscos, Y
la refractividad; se incrementa la permeabilidad, hay liberacién
de los componentes de la espora (Adcido dipicolinico, calcio,
peptidos de la espora), no hay sintesis de proteinas 6 de Acidos
nucleicos y se incrementa la actividad metabdélica. Colectivamente
el proceso es degradativo por 1o que las enzimas involucradas  ya

se encuentran listas en 1la espora.

Aumento de Masa
lLa germinacion es seguida por un periodo de actividad

biosintética 1llamado aumento de masa. Durante esta fase, se

sintetizan de noveo las proteinas caracteristicas de las células

vegetativas que transfeorman a la espora en una célula

vegefativa.
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MATERIALES Y METODOS

Para el presente estudio, se utilizé una cepa de Bacillus
cereus que fule aislada y caracterizada por Andreoli £

colaboradores (1) y donada por la California State University de Los

Angeles, USA. Ademas de una mutante de l1a misma bacteria, obtenida
en el laboratorio vy denominada como PYM, la cual carece de
citocromo aas. Ambas cepas se mantienen en viales con agar
nutritivo a cuatro grados centigrados.

A¥Medios de Cultive y Control de Crecimiento

Tanto el bacilo silvestre como el mutante se crecieron baljo
las mismas condiciones. El medio de cultivo ?mpleado fueé el medio
6 modificado, descrito por Hanson et al (16) . que tiene la
siguiente composicidén:

0.1% extracto de levadura

0.17% sacarosa (azlcar refinada)
0.2% (NH4) 2504

0.05% K=zHPOa

0.02% MgSOa

0.005% MnS04.4H=0

©.0025% CaCl=.2H=0

0.00057% CuS0s.7H=0

0. 00005% FeS0a.7H=0

0.00002% CoS0as.7H=20
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0. 0005% InS0a.7H=0

Los ecdwltivos se realizaron en un biofermentador New
Brunswiclk modelo Magnaferm 14, gque contenia 12 litros de medio &
un biofermentador con capacidad de 25 1litros, disefado vy
construido por el Centro de instrumentos de la UnAaM. Fara ambos
casos ce utilizaron las mismas condiciones de cultivo: 30°C, éSO
rpm Yy un flujo de aire de 8 a 12 litros/minuto. El inicio del
cultive, fué un indculo de 0.1 partes del volumen contenido en el
biofermentador. Fara iniciar el indéculo, se sigue la técnica de
Collier (45, que se efectud de 1a siguiente forma: se tomd con
una as% bacteriolégica de uneo de los viales que conteniaﬁ a 1la
cepa del bacilo (silvestre ¢ amutante) una mqestra y se inoculd en

S0 ml de medio G contenidos en un matriz de 250 ml, se dejdé en

~agitacidén a 2250 rpm y 30°C hasta que se observé crecimiento

(medio opalecente) de este matrédz se tomo t ml de cultivo y se
transfirié a otro matradz gque contenia la misma cantidad de medio
G, se procedidé de la misma forma en 4 ocasiones mads a intervalos
de 3 horas aproximadamentes esta técnica se siguid con el fin de
homoganizar y sincronizar el crecimieto del bacilo.

Se tomaron S ml de la dltima transferencia y se pasaron a
un matradz de 2 litros que contenia 300 ml de medio G, gue después
de la aparicidén del crecimiento se inoculd en el biofermentador
(i2 litros de capacidad) acompa¥ado de 120 ml de sulfato de
manganeso, 12 gramos de sacarosa y 12 gramos de extracto de
levadura, cada unpo disuelto por separado en 250 ml de agua

destilada, todo esto se efectud en condiciones estériles. Esto
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mismo se hizo para el biofermentador de 25 litros pero con las

cantidades correspondientes.

Bajo estas condiciones de cultivo, después de 3:30 a 4:00

horas de establecido el cultivo se alcanza la etapa estacionaria.

l.a esporulacién inicia al finalizar el crecimiento logaritmice v

se considera gque ocurre 30 minutos después de que se presenta el

PH minimo en el cultivo pues durante el crecimiento se acidifica

el medio.

El crecimiento en el biofermentador fué seguido por 1a

medicidén de la turbidez del cultivo por medio de un

espectrofotémetro (Beckman modelo 35) a 540 nm, el pH fué medido

en un - potencidémetro Yy los cultivos fueron observados

periddicamente en un microscépio de contraste de fases para

evaluar 1a sincronia e identificar las etapas de esporulacidén.

En este estudio se utilizé el estadio 111 de esporulacioén

en la cepa silvestre. En la cepa PYM se utilizé 1a etapa

logaritmica vy 12 horas de crecimiento. Las células fueron

colectadas por centrifugacion a S$,100 # g por medio de una

kY

centrifuga Sharples, modelo Ti1 de flujo continuo, posteriormente

se resuspendieron Yy se lavaron tres veces en amortiguador TCM

compueste por Tris—HCl S0 mM, pH 7.4 que contiene MgClzx S mM vy

{ -
CaClz 5 mM a 10 000 x g durante 10 minutes a 4<C en una

centrifuga Sorvall RC 2B.

Ruptura y Fraccionamiento Celular

Se resuspendieron entre 60 y 80 gramos de células {peso
hdamedo) en 200 ml de amortiguador TCM y se rompieron en el
21



fraccionador celular (Ribi Cell, modelo RF—1 Ivan Sorvall Inc.) a
una presisén de 30,000 libras/pulg.® a 4<C. El homogenado obtenido
se incubd a temperatura ambiente y agitacidén suave durante 15

minutos en presencia de unos pocos cristales de ADNasa (Sigma DN

1Q0) con objeto de romper la viscosidad producida por el ADN
liberado. Se procedidé a centrifugar el homogenado a 10,000 x g
por 10 minutos con el fin de eliminar las células enteras, el

sobrenadante =se centrifugd durante 45 minutos a 140,000 ® g en
una centrifuga (Beckman, LS-S0B) con el objeto de sedimentar las

mambranas, las cuales fueron lavadas con amortiguador TCM bajo

las mismas condiciones. Finalménte, las membranas fueron
resuspendidas en 6 a 10 ml de amortiguador TCM al GSO% con
glicerol, se utilizaron inmediatamente ¢ se guardaron en

nitrégeno liquido. La concentracisén de proteina en las membranas

se determind mediante 21 método de Lowry (20).

Enzayos Enzimaticos

1) Dxidasas: Las actividades basales fueron medidas por el
método polarografico utilizando un oximetro Yellow Springs modelo
53. El medio de reaccién con volumen final de 2 6 3 ml contenia
fosfato de potasio SO0 mM, pH 7.4 para los ensa?qs de ‘NADH Y
succinato oxidasa vy con pH de 6.8 para 1los ensayos de TMPD
(N,N,N’,N’—Tetrametil—para—Feniléndiamina) Dxidasg y membranas
equivalentes a 0.5 a 3.5 mg de proteina. Considerando 1a altitud
de la Ciudad de México, la mezcla de reacciéon disponia de 400 ngr
atomos de oxigeno por ml de medio. l.as actividades basales se

midieron a 30°C, dichas actividades se expresaron como nano gramo
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atomo de oxigeno por minuto por miligramo de proteina (ngat
O=z{(min % mg prot)—*). Estos valores fuéron corregidos anicamente
en 165 casbts en que se presentd autonidacién de 1los reactivos
detectada por la presencia de color. Sdéloc la mezcla de reaccién
para succinato fué preincubada 5 minutos antes de medir dicha
actividad.

Los inhibidores utilizados para medir NADH y TMPD oxidésa
fueron cianuro de potasio y monéxido de carbono, los cuales se
utilizaron juntos 6 por separado, variando el tiempo de

exposicidén 6 su concentracidn.

Z;Cinética para Oxigeno: El efecto causade por la
concentracidn de oxigeno sobre la velocidad de reaccidén de la
NADH-oxidasa fué medida por dos técnicas distintasg a) se parte
de l1la mezcla de reaccidn saturada de aire y b) se parte del
estado andéxico. La técnica (a) consiste en calibrar el oximetro
con la mezcla de reaccidén saturada con aire e iniciar la reaccidén
con el substrato (MADH SO0 mM) se deja que mediante la reaccidéon se
llegue a la anaerobiosis. La sensibilidad del regisatrador
(Honeywell Electronic 193) y su velocidad de registro se aumenté
a intervalos durante el curso de la reacciéq, hasta alcanzar una
amplificacion de 100x con una veleocidad de 1.0 pul/10 segundos.
Se calculé la velocidad de consumo de Oz a partir de la pendiente
(téﬁgente) trazada para cada paso de amplificacion vy la
concentracion de 0Oz se calculd en esos puntos de acuerdo a 1la’
amplificacidon usada. En la segunda técnica usada (b)), se llevd la

mezcla de reaccién hasta la anaerobiosis por medio de burbujéo de
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N= de alta pureza y el poco oxigeno no desplazado se auvtoconsumid

al adicionar NADH. Cuando el registrador a la maxima sensibilidad

marca un trazo estable, la mezcla esta totalmente anaerdbica,

entonces se inicia la reaccién afadiendo cantidades determinadas,

de agua saturada de aire por agitacidén prolongada, considerando

que la concentracisén de Oz en el agua saturada de aire es 200/MM.

L.a cantidad de &sgua anadida no fué mayor del 1074 del wvolumen

total para evitar una dilucidn alta de 1la mezcla. Las

correcciones para los canmbios pequefos de volumen se hicieron

para evitar errores. Se empled el mélodo grafico de Hofstee para

la obtencién de los valores de la Km reportados.

I Onidorreductasas

a)Suceinato: PMS+DCPIP-oxidorreductasa.

£l ensayo se hizo a 30°C, de acuerdo con la técnica

descrita por Arrigoni y Singer (2) en un volumen de 3ml que

contenia succinato disddico 20 mM, fosfato de potasio SO mM a pH

7.4, membranas equivalentes a ©0.1 a 1.0 mg de proteina,

metasulfato de fenazina (FMS) 1.1 @i, diclorofenolindofenol

(DCPIPY ©0.08 mM, que se llevd al velumen final de 3 m)l con agua

destilada. Se incubdé la mezcla de enzayo durante 3 minutos antes

de la adicién de los colorantes. La reduccién del DCPIP se siguié

en un espectrofotémetro PYE Unicam SP 1 800, a 600 nm. La

actividad se registré por 2 minutos y se adicioné CN— O.1 mM.

Fara determinar 1a actividad dependiente de CN—™ se cuantificé el

cambio producido en la pendiente después de 1la adicién del

inhibidor. E1l coeficiente de enrtincidén molecular utilizado para
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el DCPIF fué de 21 (mM % cm)~* y la actividad se expresa como
nanomoles de DCPIP reducido por minuto por miligramo de proteina

(nmol (min x mg prot)—2).

D) NADH:DCFPIP-oxidorreductasa

El ensayo se llevd a cabo de acuerdo a 1o descriteo por Lang
et al. (18) en {1 ml de mezcla de reaccidn gue contenia fosfato
de potasio SO mM, pH 7.4, CN- 0.1 mM, NADH 0.2 mM, DCPIP 0.08
mit y membranas equivalentes & 0.1 a 1.0 mg de proteina. La
reaccién se inicid con la adicidén de DCFIP y su  reduccidn ~ fué
seguida . a 600 nm usando el mismo coeficiente de extincién
molecular vy las mismas unidades para expresar la actividad como

el caso antes mencionado.

D) Analisis Espectrales de los Citocromos

Los ecopectros de absorcidn de los pigmentos respiratorios
asociados con las membranas celulares fueron determinados con un
-espectrcfotémetro aminco DW 2a. Se utilizaron celdas de vidrio
de 1.0 cm de paso de luz para determinaciéon a temperaturé
ambiente, mientrras que los espectros de bajg temperatura
(nitrégeno 1liquido = 77=K) fueron hechos en celdas de 2mm de
paso de luz. En ambos casos las membranas contenian gl;cercl al .
S0% (v/v). l.os espectros reducidos menos oxidados se registraron
utilizando como reductor unos cristales de hidrosulfito de sodio
(gitonita); las membranas se oxidaron con algunos cristales de

persulfato de amonio. Unicamente a temperatura de nitrégeno
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1iquido' las muestras son congel adas inmediatamente después de
adicionar el reductor y ozidante (muestras "Steady State”). Fara
estimar la concentracidén de citocromos (cit) se utilizaron los
espectros diferenciales ditionita reducido menos persulfato’
oxidado vy ditionita—-CD menos ditionita obtenidos a temperatura
ambiente. Los pares de longitudes de onda y coeficientes de
extincién molecular en cada caso fuerons: cit aas, E(603—530
nm)=24mM~* cm—1y cit b, E(S63-575 nm)=22 mM~* cm—1; cit c, E(S50-
S40 nm)=1%2 mPi—~* cm—*; cit az, E(630-615 nm)=8.5 mM~* cm—1; cit
as—C0O, E(590-605 nm)=10.1 mM~* cm—*; cit o-CO, E(415-430 nm)=1&0

mhi—* cm—* (12, 18, 25, 3JI0).

E) Método de selecciodn para,Mutantes de Citocromo aax™

Fara aislar el mutante en citocromo Sax, tuvimos
primeramente gque considerar en parte un sistema respiratorio como
el que se ilustra a contipnuacidn:

Asc.
TMPD

©,

NADH~—=>FP,———>MR———>cit b———}cit'c———/C1t aa;(:-

Oz

cit D
en donde observamos que el TMPD reducido cede electrones
cuasiespecificamente a nivel de cit c y vira de color lewco a

azal, por lo que en ausencia de este viraje se detectarian las

26



.
colonias del bacilo deficientes en cit c y/6 aas.
Al viraje de color leuco a az\ul se le conoce como reaccién

NADI, la cual se muestra a continuacidéns

CN—
THFDrwma (lewco) —————————— —F———> TMPDo. (azul)d

Reaccidn NADI

" El bacilo fué sembrado en cajgs de petri con agar base mas
medio G (gluceosa al 0.005%4) e incubado por 36 horas para permitir
que esﬁorulen y se desreprima el sistema respiratorio. A las
colonias formadas en las cajas de petri se 1les practicé 1la
reaccidén NADI, para poder detectar al mutante.

Las ceolenias, WNADI— fueron aisladas en condiciones de
esterilidad y analizadas espectrofotométricamente, con 1o que se

detectd gue 21 begilo carecia de cit aas.

F) Nutrientes vy Reactivos. Fara los medios nutritivos se
utilizaron 1los productos de 1a marca BIOXON. t.a desoxirribo-
nucleasa I, 1 PMS, =1 NADH, el TMPD y Tris base se obtuvieron de
Sigma Chemical. Para 1los demd&s casos se utilizé de Forma
ipdistinta la marca Merck ¢ Backer de grado rectivo.

G) El1 mutante se sembré en tres distintos medios: Medio

‘6 modificado (antes mencionado), casaaminoacidos (hidrolizado de

caseina) (26) y caldo nutritivo (8 gr/1t de agua).
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RESULTADOS

Medi ante las condiciones de cultivo aqui empleadas,

se
alcanzd una sincronia de un 90%, por 1o gque las etapas con |
las gque cse trabaid son muy confiables, En la figura G5, =1

presenta una grafica de crecimiento de B. cereus silvestre () v

maitante carente de citooocmo oxidasa saax depominado PYM () en

medio G modificado, en la que se aprecia que tanto la cepa
silvestre como la PYM crecen a la misma velocidad, pero =dlo la

silvestre sigue creciendo hasta llegar aproximadamente al doble
de 1a poblacién de FYM. El pH del medio para ambos bacilos se
acidifica, pero sélo el pH del hacilo silvestre se recupera, en
cambio el medio del bacilo FYM llege hasta valores menores de 5.5
los cuales permapecen constantes. La esporulacidén se inicia media
hora después del pH minimo, comienza con el estadio to vy los
siguintes estadios de esporulaci én t,, t=z, tx, 2tc. =se, obtienen
a los 60, 120, 180, etc., minutos después de gue se detectd to V¥
pueden seguiirze mediante 1a observacion al microscopio de
contraste de fases; estos estadios =610 =e obitienen en la cepa
silvestre.

Primeranente se analizardn los resultados de la cepa

silvestre, y en 1os casos necesarios se mencionara a la cepa PYMS

& a las dos cepas.

Cinétice de Afinidad por el Oxigeno
En l1a introduccion se di jo que las oxidasas teminales

pueden distinguirse por su mayor 6 menor sensibilided a 1los

28



pH

18- .
7——_‘§X==:Q:E:P R of”ﬂ_/ﬂo
4\)(\ e
6 N O\O\c_._ﬁ/o
5 A Xse
(¢}

£

=

o 2] ///

-3

jta) =3

< /

[

)

3 2 )
X Xe—X -

2 //°

M 14

2 1

w

m

=4

T s - i
0 i é ‘é a .5
HORAS

O =4

i

Fig. 5. pH del medio (arriba) y curva de crecimiento (abajo) de 1las
cepas de B. cereus silvestre (0Q) y PYM (X) en medio G modificado.




inh%bidmres, asi en la figura &, se observa que también se les
puede distinguir por su diferente afinidad por e1 oxigeno. Se han
determinado en varias espacies la Km de 1las citocromos oxidasas,
encontrandose valores que van de 10—*M a 10-9M (22, 23 y 2ZB) y se
ha visto que l1os valores de afinidad se pueden correlacionar con
la composicién de citocromos onidasas en cada especie. For
ejemplo en el caso de E. coli (Z24) gue contiene citocromos o vy
A=y se pueden distinguir dos pendientes en la cinética para O=,
en donde la primera de baja afinidad corresponde a citocromo o vy
la segunda de alta afinidad a citocromo 2=z con Km 2x10-7 vy

4

2.4»10"2 respectivamente.

En nuestro caso, para medir las constantes de afinidad
para ‘el oxigeno se requiere de ciertas condiciones para alcanzar
la sensibilidad en el oximetro, como un registrador de intervalo

amplio y una membrana de respuesta rapida.

lLogramos detectar en forma reproducible concentraciones

tan bajas de 0=z como 0.2 uM, utilizando un oximetro con wun
registrador de amplia capacidad de intervalo (Honeywel modelo
Electronic 195) y membranas Yellow Spring de alta sensibilidad.
Fara 1la velocidad de respiracién estimulada por NADH
contra  la concentracidén de Oz disuelto en membranas de la fase
esporulante se presenta la figurse 6&. Técnicamenté fué posible
detectar concentracidnes de Oz de 0.2 a 200 uM que produijeron en
"1a cinética dos pendientes; la dé mayor afinidad con Km de 2.8 M
Yy la de menor afinidad con km de 7.7 pM para O=. Esto confirma
los antecedentes del 1laboratorio en donde se detectd l1a cinética
dos pendientes, l1a de mayor afinidad con Km de 0.9 ‘pM vy l1la de

menor afinidad con Km de 8.0 M para O=. Existe una diferencia
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Fig. 6. Representacién mediante el método de Hofstee de la veloci-
dad de respiracién en membranas de las cé&lulas del Estadio ITII de
esporulacién versus la concentracién de oxfigeno utilizando NADH co_
mo substrato. Las membranas (0.21 mg de protefna) se pusieron en 3
ml de amortigudor de fosfatos a 30°c. La concentracién de oxigeno

'se di6 mediante las dos técnicas descritas en materiales y m&todos.

Las células se crecieron en medio G.
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notable en 1la Km de mayor afinidad de 0.9 a 2.8 /M 1o cual puede

atribuirse a fallas técnicas, si =e considera que se trabajia en

los limites de la méxima sensiblilidad del aparato. En todo caso

lo importante es que se puede distinguir el funcionamiento de

cuando menos dos oxidesa terminales por su diferente afinidad por

el O=z.

Inhibicién por CN—
De acuerdo a los resultados anteriores, sabemos gue los

citocromeos orxidasas tienen diferente afinidad por O=, vy que las

actividades respiratorias estimul adas por MADH 6 por la mezcla de

ascorbate + THPD pueden ser suprimidas, aungue no completamente,

<

por diferentes inhibidores (8) como son Antimicina  Ag b, 2-

heptil~4-hidroxiquinoclina-N-énido (HOGNO); Dicumarol y CN-—. Por

1o que al analizar la cindtica de inhibicidn para CN—, el cual es

wwn inhibidor cladsico d& la citocromo £ oxidasa se obtuve un

efecto inhibitorio pobre sobre NADH-oxidasa, ya gue alrededor del

607 de 1a actividad fueé resistente a altas concentraciones de CN-—

hasta 1.0 mM. La curva dosis respuesta para NADH-oxidasa fué

claramente bifasica 1o cual sugiere la participacién de cuando

menos dos vias alternas de transporte de electrones que tienen

Una notoria diferencia de sensibilidad al CN-—. En tanto que 1la

respiracién estimulada por la mezcla de ascorbato + THMPD fué muy
sensible a2 la inhibicidén, con un valor de Ki=0.96 pM para CN—
(fig.7) con 1o que cabe considerar que los electrones del TMPD

son donados cuasiespecificamente sobre el citocromo o, con ésto
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Fig. 7. Efecto del inhibidor respiratorio cianuro de potasio (KCN)

sobre las actividades de NADH y ascorbato + TMPD-oxidasa de membra-
nas del Estadio III de esporulacifén. Las membranas (0.2 mg de pro--
tefina) se pusieron en 3 ml de amortiguador de fosfatos a 30°c, con-
teniendo las concentraciones indicadas del inhibidor. La
se inici6 con NADH 50 mM 6 ascorbato 0.3M + TMPD 2.0 mM.
las se crecieron en medio G.
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ce puede coricluir que la via sensible al CN- es citocromo c ———3

citocromo aax, y gue la oxidasa o serd mis resistente al CN—

en la respiracidén estimul ada por NADH.

Inhibicidén por CO

La actividad respiratoria estimulada por NADH 6 por 1la
mezcla de ascorbato + THMFD puede s=ser inhibida por las

concentraci énes crecientes de CO. De a2cuerdo a la figura 8, el

efecto sobre la NAaDH-oxidasa causada por el inhibidor
respiratorio CO, a bajas concentraciones de este inhibidor la
actividad respiratoria decée rapidamente aunque el efecto np es

tan pronunciado como el gue acusa la ascorbato + THFD-oxidasa.

Sin embargo la maxima inhibicidn obtenida para NADH-oxidasa (48%

de idinhibicidn con 93% de CO) y ascorbato + THMPD-oxidasa (497 de

inhibicidén con 307 de £0) es practicamente la misma.

tos resultados de la figura 8, muestran que 1la curva

dosis-respuesta para NADH y/o para THMFD-opxidasa fué claramente

bifasica, sugiriendo que existen cuando menns dos vias de

transporte de electrones, una de ellas censible al €CO. Los

resultados de 1la curva dosis-respuesta para ascorbato  + TMPD-

oxidasa son muy sorprendentes, puesto que, al reducirse

unicamente citocromo © ~——> citocromo aaz se esperaba mayor

inhibicidn cercana al 100%, por 21 momento no tenemos ninguna

explicacién para este hecho.
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Fig. 8. Efecto del inhibidor respiratorio mon6xido de carbono (CO)
'spbre NADH y ascorbato + TMPD-oxidasa de membranas del Estadio

III
de esporulacifn. Las membranas

(0.8 ¥y 0.9 mg de proteina respectiva_
mente) se pusieron en 3 ml de amortiguador de fosfatos a 30°c, con-

teniendo. las concentraciones indicadas del inhibidor respiratorio.
La reaccién se inici6 con' NADH 50 mM 6 ascorbato 0.3M + TMPD 2.0---

mM. Las cé&lulas se crecieron en medio G.




Broberg y Smith (3) sugirieron que la reaccién

entre
el citocromo o y 1 CO ocurre lentamente, de acuerdo con este
resultado decidimos explorar si al aumentar el tiempo de

incubaci én de las membranas con CO, aumentaria 1la inhibicidn.
Como se puede obeervar en la figura 92 esto no ocurrid Y la

inhibicidén después de 20 minutos en presencia de CO no aumentd

significativamente en relacién a los valores iniciales.

Efecto Combinado de Cianuro y Mondxido de Carbono Sobre 1la

Respiraciéon Estimul ada por NADH 6 ﬁor Ascorbate + THMFD

Monénido de Carbono Sobre Cianuro.
En 1los =siguientes experimentos decidimos probar si la
iphibicidén preoducida por CO era aditiva a 1a inhibicién producida

por CN-—. Se disefWaron 2 tipos de experimentos, en un caso se

mantuvo fija la concentracién de CN— (2.5 vy 10 oM para ascorbato

+  THMFD vy  NADH-oxidasa respectivamentad y <=2 incrementsd  la
conceﬁtracién de CO3 en el segundo grupo de experimentos el
tratamiento se hizo a l1a inversa, se mantuvo fija la
~concentracidén de CO (BO% péra ascorbato + TmPD y NADH-oxidasa) vy

se incrementd la concentracidén de CN—.

El primer grupo de experimentos se muestra en la figura
10, en donde se observa gue la actividad respiratoria estimulada

por WADH, con la concentracidén fija de CN — decae un 10%, pero

esta actividad respiratoria remanente ira decayendo conforme se

incremente la concentracién de CO (O ———> BO%). En 1a misma

figura se observa, que la actividad respiratoria estimulada por
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Fig. 9. Efecto del inhibidor respiratorioc mon6xido de carbono (CO)
sobre NADH y ascorbato + TMPD-oxidasa de membranas del Estadio .
III de esporulacifén. TLas membranas (0.18 mg de proteina en ambos
casos) fueron reducidas con NADH 50 mM 6 con ascorbato 0.6 M + TM
PD 2.0 mM justo antes de burbujear directamente con CO durante 1los

"~ tiempos indicados en la grdfica, inmediatamente después se pusieron

en aﬁortiguador de fosfatos (completando 3 ml) a 30°¢c para regis——-—

_trar dicha actividad. La reaccif6n se inici6 con NADH 50 mM 6 con as_

corbato 0.3 M + TMPD 2.0 mM. Las c&lulas se crecieron en medio G.
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“~Fig. 10. Efecto de los inhibidores respiratorios cianuro de potasio

(KCN) més mon&xido de carbono (CO) sobre las actividades de NADH ¥y
ascorbato + TMPD-oxidasa. Las membranas (0.4 y 0.12 mg de proteina -
respectivamente) se pusieron en amortiguador de fosfatos a 30°¢ con

las concentraciones de CO mencionadas mds una concentracién fija de

TKEN (lojuM para NADH-oxidasa y 2.5 _uM para ascorbato + TMPD-oxida—~— "

sa). La reacién se inicié con NADH 50 mM 6 ascorbato 0.3 M  + TMPD

2.0 mM. Las c&lulas se crecieron en medio G.



ascorbato + TMPD decae a 40% cuando se mide en presencia de 1la
concentracién fija de CN—; esta actividad no decyd més con 1las
concentraci dnes crecientes de CO (0O ———> 80%).

Con los resultados agui obtenidos, podemos concluir gue
la inhibicién de la actividad respiratoria por las
concentraciones de CO sobre la inhibicién inicial por el CN— es

aditiva, dnicamente en la respiracidén estimulada por NADH.

Cianurc Sobre Monéxido de Carbono.

El segundo grupo de experimentos se muestra en la
figura il, en donde la actividad respiratoria estimulada por NADH
6 por ascorbato + THPD en presencia de la concentracidén fija de
CO decide a 55 vy &0% recpectivamente. La inhibicidbn de 1la
actividad respiratoria en ambos casos aumenta Por las
concentraciones crecientes de CN—, acentu&ndose mas en ascorbato
+ TMPD-oxidasa, en donde con 100 auli de CN™ s5lc gueda el 10%Z de
la actividad respiratoria. La actividad respiratoria residual
estimulada por NADH decde de 55 a 30% por las concentraciones de
CN=  de 0 —-——> 100 uM. Esta actividad residual permanece
practicamente cqnstante a pesar de incremgntgr grandemente 1la
coneentracion de CHN™ (2000 ).

La obtencidén de estos resultados nos permiten concluir
qﬁe la inhibicién de 11la actividad respiratoria por las
concentraciones de CN— sobre la inhibicién inicial por el €O es

aditiva tanto para NADH como para ascorbato + THMFD-oxidasa.
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Con 1los datos de las figuras 10 y 11 podemos sugerir
que los citocromos oxidasas terminales (citocromos aas y o) en B.
cereus son suceptibles de ser inhibidos por el CN- y que sélo el

citocromo aax es sensible al CO.

Mutante del Citocromo aax

Mediante e1 andlisis de las actividades respiratorias
estimuladas por NADH & por la mezcla de ascorbato + TMPD e
inhibidas por cianuro y/é por monérido de carbono se sugirié que
el sistema respiratorio de B. cereus posee cuando menos dos vias
alternas de trancsporte de electrones.

El mejor camino para demostrar la presencia de dos vias
alternas es aislar mutantes que carezcan de . una de ellas
permitiendo £l estudio de una via sin la interferencia de la otra
(ver materiales y métodos).

Como se indicé en materiales y métodos, el aislamiento del
mutante fueé muy selectiQO, utilizando como indicador al TMFD
reducido, el cual cede electrones cuasiespecificamente sobre
citocromo c. El TMFD al ser oxidado vi;a'de color leuco a azdl
por 1o que se permite la identificacién  de aguellas colonias
deficientes en citocromo c y/6 aas (reaccidén NADI, ver materiales
y .métodos) .

B. cereus esta clasificado como NADI negativo (17), sin
embargo esta clasificacidén puede deberse a que se ha basado en
colonias vegetativas en donde sabemos que el sistema respiratorio

esta apenas expresado es decir se tienen actividades
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respiratorias bajas. Cuando las colonias se dejan envejecer, el
sistema respiratorio se desreprime resultando NADI positivo y por
lo tanto actividades respiratorias altas.

El crecimiento de 1la bacteria en agar nutritivo a1’
dejar envejecer las colonias para permitiv 1la desrepresién del
sistema respiratorio, se vuelve confluente, impidiendo 1la
deteccidén de colonias aisladas (fig. 12). Fara evitar éste
problema, utilizamos uwn medio igualmente sélido como el anterior
perce pobre en nutrientes, que permitiera crecimiento limitado vy
evitara confluencias (fig. 12).

Finalmente el matante espontiéneo fué aislado como se

describié en materiales y métodos.

Caracterizacidén Espectral del Mutante

Una vez obtenido el mutante FYM, se procedid primero a
caracterizar su contenido citeocrémico. En l1la Ffigura 13, se
muestran los espectros diferenciales (reducido menos oxidado) de
baja temperatura que se obtuvieron con membranas del bacilo

mutante PYM crecido durante 12 horas en medio G modificado.

' Después de reducir con ditionita el contenido citocrémico del

mutante PYM fué diferente al de la cepa silvestre (figuras 14 y
i5, trazos superior y central) en gue no contienen al citocromo

a&s cuyos picos caracteristicos deberian de aparecer a 443 y 602
nm. En los mismos +trazos los demas citocromos de la  cepa
silvestre tambien se encuentran en PYNM, cuyo picos tipicos para

citocromos pueden observarse mejor en la figura 13, siendo los
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Agar Nutriente:

12 hs (veg.) 36 hs (SPO)

NADI-negativo NADI~positivo
Colonias pequehas Crecimiento confluente

Agar base + medio G (glucosa 0.005%)

12 hs (veg.) ' 36 hs (SPO)
NADI-negativo

Fig.12



respiratorias bajacs. Cuando las colonias se dejan envejecer, el

sistema respiratorio se desreprime resultando NADI positivo y por
lo tanto actividades respiratorias altas.

El crecimiento de la bacteria en agar nutritivo al
dejar envejecer las colonias para permitir la desrepresion del
sistema respiratorio, se wvuelve confluente, impidiendo 1la
deteccidén de colonias aisladas (fig. 12). FPara evitar este
problema; utilizamos un medio igualmente sélido como el anterior
pero pobre en nutrientes, que permitiera crecimiento limitado vy

evitara confluencias (fig. 12).

Finalmente el mutante esponténeo fueé aislado como se

describid en materiales y métodos.

Caracterizacidén Espectral del Mutante

Una vez obtenido 21 mutante PYM, se procedié primero a
caracterizar su contenido citocrémico. En la Ffigura 13, s=se
muestran los espectros diferenciales (reducido menos oxidado) de
baja temperatura que se obtuvieron con membranés del bacilo

mutante PYM crecido durante 12 horas en medio 6 modificado.

" Después de reducir con ditionita el contenido cigocrémico del

mutante PFPYM fué diferente al de la cepa silvestre (figuras 14 vy
15, trazos superior y central) en gue no contienen al citocromo

ass cuyos picos caracteristicos deberian de aparecer a 443 y 602
nm. En los mismos +trazos 1os dem&s citocromos de la cepa
silvestre tambien se encuentran en PYM, cuyo picos tipicos para

citocromos pueden observarse mejor en la figura 13, siendo los
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Fig. 12. En la parte superior de la figura, 1las cé&lulas fueron
crecidas en agar nutritivo e incubadas durante 12  horas,
obteniéndose colonias pequefias y aisladas. Se les practic6 la
reacci®n NADI (ver materiales y mé&todos) detectdndose como
' colonias NADI , 1o cual dilucidaba, su estado vegetativo. Se
permitié la incubacién de estas colonias durante 36 hs para
permitir la esporulacidn y por consiguiente la desrepresi6n del
sistema respiratorio. Se practicé la reaccifn NADI a estas
colonias resultando ser Napzt pero con crecimiento confluente
imposibilitando por consiguiente 1la deteccién de colonias
aisladas que pudieran contener al mutante (NADI ).

En la parte inferior de 1la misma figura, se utilizé un
medio nutritivo ma&s pobre (agar base + medio G, glucosa al
0.005%) con el fin de obtener un crecimiento limitado al permi-
tir la incubacién por 36 hs. Se practic6 la reacci®n NADI a es-—
tas colonias vy las gue resultaron ser NADI  fueron aisladas es-—
terilmente y almacenadas en viales con agar nutritive a 4°c.
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12 hs (veg.) 36 hs (SPO)

NADI-negativo NADI-positivo
Colonias pequehas Crecimiento confluente

Agar base + medio G (glucosa 0.005%)

12 hs (veg.) ' 36 hs (SPO)
NADI-negativo
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Fig. 13. Espectros diferenciales (reducido menos oxidado) de baja

temperatura de membranas de la fase estacionaria tardfa (12 hs
de cultivo) de B. cereus cit a- (PYM) . Los agentes reductores
indicados en los trazos fueron mezclados con las membranas (4 mg

de proteina) y sumergidos inmediatamente en nitr6geno liguido. La
celda de referencia fué& preparada con la misma cantidad de
membranas previamente oxidadas con algunos . cristales de
persulfato de amonio. Las concentraciéhes de los reductores

afladidos se encuentran sefaladas en materiales y métodos.
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Fig. 14. Espectros diferenciaies (reducido menos oxidado) de baja
temperatura de membranas de B. cereus de la cepa silvestre

de la

fase esporulante (trazo discontinuo) Y vegetativa (trazo

. discontinuo y punteado), y de la cepa PYM de la fase estacionaria
tardia (trazo continuo). Las membranas (5, 12 'y 4 mg

respectivamente) fueron reducidas con unos granos de ditionita y
sumergidas inmediatamente en

referencia fué& preparada
previamente oxidadas

amonio.
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Fig. 15. Espectros diferenciales de mon6xido de carbono (ditioni-

ta reducido + CO menos ditionita reducido)

de membranas de B.
-cexreus de la

cepa silvestre de 1la fase esporulante {trazo

y vegetativa (trazo discontinuo y punteado), y de la
la fase estacionaria tardfa (trazo continuo). ILas

mg de proteina en los dos primeros casos y 10 mg de
protefina en el dltimo caso,

con glicerol al 50%)
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membranas (5
contenidos en 1 ml de amortiguador
‘tanto en la referencia como en la muestra

algunos granos de ditionita. La
referencia fu& previamente aereada,
de muestra

fueron reducidas con celda
de mientras gque la celda

fué expuesta al CO directamente por burbujeo, duran

té 5 minutos después de la reduccién. Los espectros y preparacio-
nes fueron hechos a temperatura ambiente.



siguientes: Dem=s (426, 527 y S55 nm), Cesaes (417, S19 y S4%9 nm),
también se aprecia asimetria (alrededor de S5S62 nm) en el gran
pPico de boos. \La zona de asimetria del trazo de ditionita, 6 los
trazos correspondientes para NADH ¢ succinato a 562 nm aparece'
como pico prominente cuando se utiliza como reductor al ascorbato
+ TMFD, este picq corresponde a un citocromo del tipo b llamgdo
citocroms o (25). '

La ausencia del citocromo aax (orxidasa terminal)
ocasiona una diferencia en sus actividades respiratorias,
pudiendo apreciarse mas claramente la actividad de 1a via alterna
(como se verd posteriormente).

Lé concentracién de cada citocromo presente en las
membranas de FYM crecido 12, horas fué estimada a partir de los
espectros diferenciales {(reducido menos oxidado y reducido + CO
menos reducido) efectuados a temperatuwra ambiente utilizando
ditionita (Ridrosulfito de sndio) como agente reductor Y
persul fato de amonio como sgente oxidante. En las figuras 14 vy
15, se muestran l1os trazos correspondientes de reducido menos
oxidado y reducido + CO menos reducido respectivamente de la cepa
PYM comparados con los correspondientes de la cepa silvestre. En
la figura 16, se muestran los espectros diferenciales de reducido
menos oxidado y reducide + CO menos reducido & temﬁeratura
ambiente para la cepa PYM. En los espectros correspondientes a
P{M de las figuras 14 y 16 (reducido menos oxidado) se nota 1la
ausencia del citocromo aas (m&ximas a 443 y 603 nm)d, tampoco se
nota el complejo que se forma entre el citocromo az—CO en el

espectro diferencial de reducido + CO menos reducido (fig. 16)
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Fig. 16. Espactros diferenciales de ditionita ~menos pérsulfato

(trazo continuo) y ditionita + CO menos ditionita de membranas de

B. cereus cit a- (PYM) de la fase estacionaria taxrdfa (trazo
discontinuo). Las membranas (10 mg de proteina en 1 ml - de
amortiguador al 50% con glicerol) en el primer caso - fueron
reducidas con algunos granos de ditionita (celda de ' muestra)

cantidad de

y 1la celda de referencia preparada con la misma
‘de

proteina fu& oxidada con algunos cristales de persulfato
amonio. En el segundo caso, las membranas (10 mg de proteina en
1 ml de amortiguador al 50% con glicereol) fueron reducidas con
mgiéﬁnbsrérénos de ditionita tanto en 1a.ceidéﬂrde referencia como
en la celda de muestra; mientras que en la celda - de ﬁuestra fué
‘expuesta directamente (burbujee) a CO durante 5 minutos, la
celda .. de referencia fu& previamente aereada. Los espectros vy
pfeparaciones fueron hechos a temperatura ambiente.




como el que se observa en la cepa silvestre de la figura 15 (pico
430 y wvalle a 443 nm), unicamente se observa el complejo puro
entre el citocromo o—CO (pico a 415 y valle a 430 nm) en PYM.

La concentracieon de citocromos de las cepas PYM vy
silvestre =se muestran en la tabla I (parte inferior). La
concentracién de citocromos de la cepa silvestre en la Ffase
esporul ante (Estado 111 de esporulacidn) es superior gque en la
fase logaritmica, lo cual se debe a la desrepresion del sistema
respiratorios en cambio en 1la cepa FYM 1la concentracidén de
citocromos es mayor en la fase logaritmica que en la fase
estacionaria tardia (12 horas de cﬁltivc), lo cual =sugiere una
posible degradacién celular de estos componentes. For otra parte,
en la comparacidn de las concentraciones citocrédmicas entre las
dos cepas, podemos apreciar que la concentracién del citocromo b
en FYM en la fase logaritmica, es intermedia entre las dos fases
de desarrollo (logaritmica y esporulante) de la cepa silvestres
la concentracién del citocromo € de FYM en la fase leogaritmica,
es menor que la detectada en la cepa silvestre en sus dos estados
de desarrollo, sin embargo la concentracidén del citocromo o—-CO de

PYM en l1a fase logaritmica es mas del doble de la detectada en
la cepa silvestre de la fase esporulante. No se detectan en PYM
“los citocromos aads ni as—CO. ‘

En 1la tabla I (parte superior) también se muesiramn las
actividades respiratorias basales de las cepas PYM vy silvestre.
Frimeramente  se aprecia que la actividad de oxidasas en la cepa
FYM es mayor en 1a fase logaritmica gque en la fase estacionaria
tardia, 1o -cual era légico de esperarse por la degradacién de

estas citocromos oxidasas como se menciond anteriormente. ta
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Tabla I. &Las c&lulas de la fase logaritmica se cosecharon en
A§4onm=1.25 en ambas cepas (silvestre y PYM), y las células del
Estado III de esporulaci6n, se cosecharon 3.5 horas despu&s de
iniciada la esporulacién (s6lo en la cepa silvestre). Las cé&lulas
de la fase estacionaria tardia en la cepa PYM se cosecharon a las
12 horas de iniciado el cultivo. Las membranas se prepararon como
se describe en materiales y mé&todos.

Las actividades especificas se expresan como nmol (min. mg
proteina)_l para oxidorreductasas y como n g atomo de O2 (min. mg
proteina)_1 para oxidasas.

La concentracién de citocromos se calculd de los espectros di__

ferenciales (ditionita-reducido menos persulfato-oxidado) efectua-
dos a temperatura ambiente. Para los complejos de ag=CoO y o—CO se
usaron los espectros correspondientes de monfxido de carbono. En
ambos casos la concentracifén de citocromos se expresa como nmol
por mg de protefina membranal. Se usaron los coeficientes de extin-
cién y pares de longitud de onda sefialados en materiales y mé&todos.

Las células se crecieron en medio G.

* . :
NOTA: A “significa la absorvancia.



Actividades Respiratorias y Citocromos:

TABLA I

cultivados en Medio G

Oxidasas:

NADH
Succinato
TMPD

Deshidrogenasas:

NADH: DCPIP
Succinato: DCPIP

Citocromos:

cit b

cit c

cit o-CO
cit aa
cit a,_—-CoO

Mutante PYM

Log BET*:

PYM vs Silvestre

Cepa Silvestre

Log

n atom (min mg)

21 12

23 7

5 3
n mol

25 42

76 107

43
18
35
(min mg)—1
55

148

n mol/mg prot

0.27 0.18
0.08 0.05
0.20 0.09

No Detectable
No Detectable

ET* = Estacionaria Tardia

0.12
0.15
0.05
0.11
0-14

1

SPO III

360
18
346

340
200

0.45
0.65
0.09
0.28
0.25



actividad de NADH y TMFD-oxidasa de la cepa FYM en 1a fase
logaritmica, son menores gque las correspondientes a3 las de 1la
cepa silvestre, unicamente la actividad de succinato-oxidasa de
FYM en la fese logaritmica es pr&cticamente igual a la actividad
detectada en la cepa silvestre.

La baja actividad de TrHMFD-ouxidasa detectada para 1la
cepa PYM,' es muy aceptable debido a la carencia del citocromo o
onidesa (citocromo azs), y aunque la mezcla de ascorbato + THFD
reduce directamente a la oxidasa alterna (5), no se detecta esta
actividad.

La tabla 1 (parte central) milestra ademas las
activid%des basales de ﬂeshidrogenasas en ambas cepas. Se observa

primeramente que las actividades de deshidrogenasas en la fase

estacionaria tardia de la cepa PYM sSON mavores gue las
correspondientes en 1la fase logaritmica en la misma cepa. Lo
contrario sucede con las oxidasass estas actiwvidades de

deshidrogenasas, NQDH:DCPIP Yy succinato:DCFIP oxidorreductasas en
la  fase estacionaria tardia (12 horas de cultivo), son muy
cemejantes a las correspondientes de la cepa silvestre en la fase
logaritmica.

Las actividades repirsatorias de la cepa PYM crecidas en
medio G, son mAs bajas que las detectadas en la cepa silvestre
(estado 111 de esporulacidn),. debido a 1la ausencia de 1la
ciiocromn c oxidasa (citocromo aas) 1o que conduce a unpa
organizacidon diferente de la cadena respiratoria.

Se ha sugerido (31) gue en las especies bacterianas

esporoformadoras cuando carecen de los citocromos € y aax (via

o
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sensible al CMN™) no esporulan, lo cual sucedia en nuestro mutante
FYM. Al analizar la curva de crecimiento de FYM en medio G
modi ficado, pudimos observar que el pH deciende hasta valores
menores de 5.5, que es incompatible con el crecimiento y la vida
celular, por lo gue al controlar el pH, 1 bacilo esporuldéd. Esto
sugiere que el citocromo aax no es indispensable bara la
esporul aci én, Yy sSu ausencia s suplida por una concentracidén
incrementada del citocromo o.

Se utilizaron mediocse coapleijos no +fermentables (ver
materiales vy métodos) para cultivar a la cepa FYM, en donde se
observé gque el crecimiento y l1a esborulacibn fué practicamente
igual que en la cepa silvestre; asi mismo pudimos observar gque el
incremento en las actividades del sistema respiratorioc de 1las
células cfecidas en estos medios, va aparejado con la capacidad
de esporular (datos no mostrados).

Al considerar gque la cepa PYM carece de citocromo aas,
podemos  obtener una cinética de inhibicidén por CN- pura para
citocrome o Como se observa en l1a figura 17, la cinética de
inhibiciénv por CN— sobre NADH y ascorbato + TMPD-oxidasa es mas
resistente en PYM que en la cepa silvestre correspondiente. En
FYM 1a MADH-oxidasa es practicamente insensible a concentraciones
altas de CN- (2,000 _uM, en cambio ascorbato + THMPD-oxidasa es
sensible a bajas comncentraciornes del inhibidor, pero sin que se
irhiba totalmente 1a actividad respiratoria. Esto sugiere que
puede existir otro centro insensible al CN— gue reduce oxigeno.

Con los resultados de la figura 17 se confirma que 1a
mezcla de ascorbato + TMPD reduce directamente al citocromo o, de

otra forma no se bubiera obtenido actividad de ascorbato + TMPD-
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Fig. 17. Efecto del inhibidor respiratorio cianuro de potasio --
(KCN) sobre las actividades de NADH y de ascorbato + TMPD-oxida-
sa de membranas de las cepas de B. cereus silvestre y PYM. Las
membranas (0.2 y 0.8 mg de proteina, gue corresponden respecti--
vamente a las cepas silvestre y PYM) se pusieron en amortiguador
de fosfatos a BOOC conteniendo las concentraciones indicadas --
del inhibidor. La reaccién se inici& con NADH 50 mM 6 ascorbato
0.3 M + TMPD 2.0 mM.

Los simbolos vacios (A) vy (O) corresponden a la NADH-oxida-
sa y ascorbato + TMPD-oxidasa, respectivamente, de la cepa sil--
vestre, mientras gue los simbolos llenos (A) v (@) en orden co--
rresponden a la NADH-oxidasa y ascorbato + TMPD-oxidasa de la —--

cepa PYM.
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oxidasa.

Epectros de 1a Cinética de Aparicién del Citocromo o~CO

Comp se vid anteriormente en resultados (inhibicién por
CO en la cépa silvestred}, la actividad respiratoria estimul%da
por ascorbato + TMPD es inhibida de igual forma por los tiempos
de exzpesicidén de las membranas al CO. La actividad respiratoria
remanente (S0W) es sostenida por el citocromo o, que es
resistente a dicho inhibidor.

' La reaccidn entre les citocromos oxidasas (as y ©) con
el CO fué evidenciada mediante espectros diferenciales (reducido
+ CO menos reducido? a temperstwa ambiente en membranas
esporul antes. Después de reducir a lazs membranas con ditionita y
euponiendolas a 1la atmésfera de CO por espacio de un minuto, como
se observa en Ia‘ figura 18 (parte inferior), sélo aparece el
citocromo  ax—CO (picos 430 vy S92 y valle 445 nm); conforme 1la
incubacién con el inhibidor va siendo mayor, aparece y se Va
haciendo m&s evidente &l citocromo o—CO disminuvendo el pico
correspondiente al citocromo a=—-CO. Después de 5O minu?ns de
incubacién con dicho inhibidor, el pico correspondiente al
ciﬁocromo o-CO es muy evidente vy desaparece el pico
co}respondiente al otro cité:romo oxidasa unida al CO {citocromo
ax), debido a que en esa longitud de onda (430 nNm) corresponde al
valle. del citocromo o—-CO, conservandose el valle a 445 nm del

citocromo ax—CO.
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Fig. 18. Espectros diferenciales de mon6xido de carbono (ditionita
reducido + CO menos ditionita reducido) (parte inferior) de
membranas de las células esporulantes y espectro diferencial de
las mismas membranas reaereadas despu&s de que ‘fueron incubadas
con CO durante 50 minutos (parte superior). Las membranas (15 mg

de protéina) después de ser reducidas con algunos granos de di-,

tionita se diluyeron 3 veces con amortiguador saturado con aire
(referencia) 6 amortiguador saturado con CO (muestra). La . celda
de muestra fu€ mantenida (con agitaci6n) bajo atmb6sfera de CO y
se registr6 su espectro a los tiempos indicados en cada trazo
(parte inferior). En la parte superior de la figura, la celda de
muestra despu&s de que fu& mantenida bajo atm6sfera de CO durante
50 minutos se reaeref (por agitaci6n vigorosa) y se registrS. Los

_.espectros y preparaciones de las celdas fueron . hechos a.

temperatura ambiente.
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Tanto a la muestra como a la referencia se reoxidaron
{(aereacidn) medi ante agitacidn  vigorosa vy se registraron
espectrofotométricamente. La figura 18 (parte superior), muestra
el espectro diferencial bajo las condi ciones antes mencionadas,
en donde se puede obéervar 12 deseparicién del pico a 417 nm
(citocromo o) conserviandose el pico a 430 nm (citocraomo ax-C0).
Esto indica que &1 oxigeno despla-a &1 CO unido &l citocromo o,
pero no desplaza al CO unido al citocromo ax.

Estos resultados nos permiten concluir lo siguiente: en
presencia de 0Oz el CO no se unir& al citocromo o, z6lo al A=y
permitiendo que la respiracién sostenida por el primer citocromo
no se vea afectada.

Estos resultados nos ayudan a comprender mejor la
ausencia de inhibicidén de la actividad respiratoria sostenida por

el citocromo o.
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DISCUSION

En el presente treabaio demostramos que es posible detectar por su
distinta afinided 21 oxigeno cuando menes dos oxidasas tehminéies
(fige &), la de menor afinided probeblemente corresponde  al
citocrome dax con una Km=7.7 M v 1a de mayor afinidad
prohablemsnte corresponda al cjtocromo o con una Em=2.8 uM.
Nuestra cenclucion se baza en antercedentes de la literatuwra (19 v
a23) donde los detos de afipidad de citocromo aax Yy citocrome
o, por O= corresponden a los encontrades en el presente trabaic.

En trabaios anteriores del laboratorio (2, 10 v 11)
demnostramos la presencia de una tercera citecrome oxidasa en  B._
cereys que, por sus propiedades espectrales fué identificeda como
citacrome d. Demostramos que el citocromo d se eupresa  baijo
condiciones en que se deprime las concentraciones de oxigeno en
el medio de cultivo vy en condiciones aerdbicas pero en presencia
de fuentes de carbono de utilizacidén pobre (casaaminoécidos).
Bajo esta dltima condicidén la velocidad de crecimiento decae
considerablemente en comparaciétn con un cultivo también aerobio,
pero utilizando fuentes fermentables de carbono.

De acuerdo con l1o anterior los cultivos realizados en
esta tesis, utilizando condiciones a&sercbias vy Sacarosa  como
fuente de carbono no son las adecuadas para la expresion del
cizocromo d. De todas manerés debidp a que el citocromo d
présenta afinidad por Oz de 10~ a 10—°M (24) no hbhubiera sido
posible detectar esta oxidasa bajo nuestras condiciones de ensayo
ya qué el oximetro que se usd a la méxima amplificacién detecta

concentraciones de Oz no menores de O.ZJuM.
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LLos euperimentos de inhibicidén de lé NADH y THPD-—
oxidasa por CHN— (fig. 7)) revelaron, nuevamente la presencia de
cuando menos dos oxidasas terminales en R, cereus, Dado gque el
TMPDeraa dona electrones al citocromo c de manera preferencial,'
entonces tenemos gque concluir que la citocromo owidasa altamente
eensible al CN- debe de corresponder & la citocromo oxidasa  aaxs
(via citocromo ¢ ~—-> citocromo aas). El CN— a concentraciones
menores  que 25 uM inhibe aprozimadamente el 80% de la TMPD-
orxidasa vy se requieren concentracionzs corcenas 2 1 mM para
eliminar totalmente l1a actividad. lLa actividad de NADH (fig. 7
fué considerablemente éds resistente al CN- que la THFD-oxidasa,
solo un J0% de la actividad fud inhibida por concentraciones de
hasta 1 ity la eactividad muestra claramznte un componente
bifédsico con una fraccion de la actividad sensibles a
concentraciones @enores gque 25 aM v el resto de la actividad es
afectada a concentraciones sd4la mavores gue 500 uM. El
comportamiento anterior se puede explicar si cosideramos gque el
TMED activa preferencialmente a 1a via sensible al CN- mientras
que =1 NADH &l donar =us electrones al inicio del sistema es
capaz de estimular el funcionamiento de vias sensibles y no
‘sensibles al CRN-.

La inhibicidn por monoéxido de carbono brodujo
resultados inesperados ya que suponiamos que la actividad
eé?imulada por THMPD, suponiendo gque estimmla preferencialmente a
la via del citocromo aax, deberia de ser totalmente sensible a 1a
irnhibicién por CO (fig. 8. Sin embargo el CD nunca inhibidé mas

de 507 de la actividad respiratoria estimulada  por THMPD. Ni las



concentraci ones de CO cercanas al Q5% (fig. 8) ni &1 tiempo largo
de incubacidn (fig. ) bajo condiciones de saturacién con CO
ayudaron & incrementar la inhibicidn por encima del S04 inicial.
El-.Efecto inhibitorio de CO csobre el THMFPD-oxidasa fué muy
parecido, casi paralelo al observado con MADH-oxidasa.

Al Revisar la literatura encontramos uwn antecedente
similar a lo que nos ocurrid con CO y THMFD—oxidasa. Cheah y cole.

(S) reportaron que la respiracion estimulada por TMFD en

Halobacterium cutirubrum es sélo parcialmente inhibida por CO,

estos autores concluyen que la baja sencsibilidad al CO podria
en esas condiciones ser debida a 1a autcouidacién del citocromo
Cea Fara apoyar su  planteamiento demuestran gque cuando 1la
actividad de THMFD-oxidasa es medida a muy bajas tensiones de Ox,
entonces el CO tiene una mayor potencia inhibitoria . Como se
ver&d mis adelante, existe otra explicacion basada en la baja
afinidad del citecromo o por €1 CO y & 1a vez una alta afinida
por Ox.

tos experimentos en que se utilizaron CN— vy co
combinados (figs. 10 y 11} demuestran que el efecto inhibitorio
de CN— es aditivo sobre la inhibicién causada por CO (fig. 11
pero, el CO no muestra inhibicidn aditiva sobre ta inactivacién
previamente cauvsada por CN— (fig. 10y . Esto es particularmente
cierto en el caso de la activ%dad de THMFD-oxidasa donde el CO no
incrementa la inhibicién del &60% causada por CN— 10 M (fFig. 10).
En’ cambio cuando se parte de una preparacion de THMPD-oxidasa
inhibida &1 40% por un BOY% de saturacién de €O entonces, él Ch—

lleva la inhibicidén hasta casi el 90%Z.

Lo anterior sugiere que en caso de la TMRD-oxidasa ‘el

42



CHN—™ es capaz de inhibir a las dos oxidasas terminales (0% de

inhibicién en <fig. 103 mientras que el CO sd1o inhibe & wna

oxidasa (40% de inmhibicidn en fig. 113 vy entonces el CN- es capaz

de inhibkir a la segunda oxidasa no sensible al CO.
El plantzamiento de que l1a citocromn ovidasa o sea 1la
responsable de la respiracidn insensihle al CO es reforrado

los resultados que =& ohservan en 1la figura 18, donde, se

demuiestra claramente que el citacromo o es poco reactive con el

co wes se requieren tiempos largos de exposicion condiciones
s P &q

andsicas para observar el pico , correspondiente, formado por

citocromo o vy CO (pico 413 nm y valle a 450 nm). Es notable, como

=2 muestra en 21 traro superior de l1a misma figuwra, que cuando se

introduce O= (agitacidén =n vortex) después de 506G minulos de

resccién con CO en presencia de ditionita, entonces desaparecen

réapidamente las

i

efales espectraiaa del complejo citocromo o-CO
(pico 413 nm vy valle a 430 mm). Este resultado nos lleva a 1la
conclusidn de que el citocromo o tiene baja afinidad por el co
como lo sugiere la necesidad de periodos largos de incubacion vy
condiciones andxicas para que se forme el complejo y finalmente
2l hecho de que el Oz desplaza fZcilmente al CO del complejo.

Al consider estos resultados es claro que la citocromo

oxidasa o se mostrara insensible al CO cuando se le ensaya en

el oximetro debido a que en las condiciones utilizadas de ensayo

se requiere 0Oz en 1 medio para poder medir 1a actividad.
t.os resultados por Broberg vy Smith (3 demostraron que 1la

citocromo oxiadasa en B. megaterium presenta tambien muy baja

afinidad por CO.



El &analisie cinédtico de las citocromos oxidasas en un
sistema respiratorio compleio como el de R, cergus presenta
ohstéculos  por 2l momento insalvables yva que no se cuenta con
iphibidores especificos para cadae una de las oxidasas prééentes
en el sistema. AsT , 2l HKCN es capaz de inhibir a diferentes

concentraciones a las tres oxidazas terminales y aungue Jas

curvas de  inhibiciéon son bifidsicas no es posible separar
claramente los componentes enzimaticos para cada fase de
inhibici dn. Sabemos gue una oxidasa terminal es inhibida a

concentracionss  de 25 _uM de CN™ y 1a segunda y tercera oxidasas
requi eren concentraciones mayores.

Fara salvar el obstéculo a2rriba comentade decidimos
intentar el aislamiento de matamtes que carcecieran de una de Jas
orxidasas termineles. Estratégicamente, utilizanmdo a1l THMFD como
celorante indicador resultd el ativamente sencillo aisl ar
mutantes que fueran incapaces de virar al colorante. Los muhantes
resultaron como se esperaba, deficientes en 1a via de citocromo c
———% citocromo aas; egpecificamente todos los mutantes aislados
resul taron deficientes en citocromo aas (figs. 14, 135 v 1&6).

El an&lisis preliminar de la cingtica de inhibicién por
CN— para estos mutantes, demuestran que la citocromo oxidasa aas
s 1la responsable de la respiracidén altamente sensible al CN—-. La
actividad de THMFD-oxidasa en los mutantes mostré resistencia
elevada a la inhibicién por CN—; si se le compara con la misma
sctividad de la cepa silvestre (fig. 17). Cabe mencionar qgue
aunque la respiracion estimaladse por THMPD en el mutante FPYM es
més resistente que la misma actividad del silvestre, no alcanza

l1os niveles de resistencia que la NADH-oxidasa en 1la cepa
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silvestre. Ecte resultado podria explicarse con una de

1as
siguientes alternativas: n Aunque &l citocromo d no es
ecpectralmente detectable bajo las condiciones de cultiveo

empleadas, podria ecstar presente en cantidades suficientes para
ser responsable de la actividad rvespivratoria insensible a
concentraciones de CH™ mayores que 1 mM. En wverdad, hay que
recordar gque el coeficisnte de extimcidén molecular para el
citocraomo d reducido es de apenas 8.2 mM—t cm—t, valor
considerablemente menor &l coeficiente para los otres citocromos
que flucida entre 21 y B0 mM—t cm—3*. De esta manera se requiere
de la presencia de concentraciones de citﬁcrmﬁo d rel ativamente
elevadas para ser espectralmente detectables. 2) En ausencia de

citocromo d  se tendria que pastular la existencia de otro

‘citocromo no sensible al CN—, capaz de reaccionar con Oz. Se ha
prepuesto que un citocromo © podria estar funcionando como

citocromo widasa alternativa, autooxidandose con O= en

candiciones que la citocromo oxidasa este inhibida por CN— (7).

Ahora que se cuenta con un mutante deficiente en

citocromo aa:wm, serd posible estudiar un sistema respiratorio

menos complejo y se requerira realizar la cin#tica de inhibicién

Cpara  inhibidores reépiratqrios de los éitios I, I1 'y U}II de
fosforilacion, analizar la cinética por Oz y la cinética de

iphibicidn por CO en condiciones de baja +tensidén de 0O=z. El

mﬁtante serd particularmente Gtil en el estudio de las rel;ciunes

que existen entre la composicidén de citocramos onidasas y 1la

capacidad para esporular. Aunque Taber (27) aislé mutantes de B.

eubtilics deficientes .en citocromo a que presentaban fenotipos
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SPOT, m&s tarde se demostro que estos mutantes también
presentaban deficiencias en una 6 mads enzimas del ciclo de Krebs.
Al considerar que los mutantes aislados en nuestro laboratorio
'+ueran seleccionados por una técnica especifica para la citocromo,
c oxidasa y que, los de Taber en cambio fuesron seleccionados de
manera inespecifica por una reaccidn que detecta genéricamente
hemoproteinags (reaccidn de bencidina), serid pertinente hacer una
caracterizacidn de lacs propiedades de crecimiento y esporulacidn
de los mutantes PYM zislados en nuestro laboratorio. También sera
pertinente caracterizar a dicho mutante en su contenido
citocrdmico cuando se le cultive béjc condiciones microaerofilica
0v anaerdbicas  tanto en medios fermentables como en los no

fermentables.
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CONCLUSTIOMNES

Medi ante los e=ztudios agud realirados, se obtuvieron
las siguientes conclusiones:

lLa &cinédtica de afinidad por el oxigenno sugiere la
participaci én de dos citocromos oxidasas terminales, l1a aaz vy 1a
.. .

El fuerte poder inhibitoric del cianuro sobre la THMFD
oxidasa, sugiere aue Ia via sensible & dicho inhibidor es

citocromo ¢ ———> citocromo aax.

La inhibicién de la activided respiratoria por mondxido
de carbono sobre 1a inhihicidén inicial por el cianuro es aditiva,
en el caso de la respiracidn estimul ada par NADH.

La inhibicidn de 1a actividad respiratoria por cianwro
sobre la inhibicioéon inicial por monédxido de carbono es aditiva,
tanto para NADH como para TMFD oxidasa. Se sugiere que los
citocramos  osidasas (citocromo a3z Yy &) en R, cerens son
sensihles al cianu}n.

En presencia de ouigeno el mondkido de carbono no se
une al citocromo o, s6lo al ax=, permitiendo gue la respiracidn
sostenida por ] primer citocromo no se vea afectada.

l.a ausepcia del citocromo aasx en el mutante FPYM, no
impide que éste esporule normalmente. Con la ausencia de dicho:

citocromo en el bacilo se aprecié mas claramente la actividad de

la via alterna.
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ABRREVIATURAS

ADN = Acido desoxiryvibonucleico,

ADF = pAcido dipicolinico.

ATC = Acido tricarbhoxilico.

ATP = Trifosfato de adenosina.

Cit = Gitocrome. .

CN— = Cianuro.

€0 = Mondxido de carbono.

CO= = Didxido de carbono.

CTE = Cadena de transporte de elctrones,
DCFRIF = Z2,&-diclorofenolindcfencl.

H=5 = Acido sulfhidrico.

FCN = Cianurc de potasio.

Mz = Nitrdogeno mol ecular,

NADH = Micotinamida~-adenin-dinucledtido reducido.
FFI{ = Fosfofructocinasa.

FMS = Metasulfato de fenazina.

TMFD = N,N,N” N ~Tetrametil —p—fenil éndiamina.
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