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INTRODUCCION

Hace aproximadamente 3,500 millones de afios en e! planeta se constituyeron ios

primeros organiamos vivos, como resuliado de los procesos de evolucién quimica y bioldgics.
6 y ar ahora se les ciasifica

Estos fueron

dentro del reino Monera, segun Margulis y Schwartr (1988) y se divide en los subreincs

s y arg b. ri|.

Dentro de ias eub en la divisidon Fir 1t Philum A D e

encuentra el género BacWus (Marguiis y Schwarts, 1888), que estd formado por un grupo de
! en forma de bastén que miden de 2

) éneo, que prende ga:
& 7 micras de longitud y 0.3 a 1.2 de dik son qu L @ incluyen
especies tanto mesdfias como terméfiias, acidéflies y sicaltfias. Una de sus caracteristicas
advcn.a-dolmodio(m.

es la de K & las cor

pr

198S).

Este género s compone por un gran numerno de especies de gran importancis tanto

cientifica médica como industrial, su cicio de vida es corto, su p! on e no
es cara, de elias se obtienen enzimas protecliticas y antid ir - Y
otras proteinas. Son un buen Modeio de estudio para reslizar andlisis 9 b4 i

e tiy poco T ] 1 algunas esp as

debido a Que son
! hombre (Harwood, 1989).



Las especies de Bacillus se clasifican en 3 grupos, de acuerdo a s morfologia de la

espora. Bacilius ®s una porulants Gram positiva, clesificada dentro del
grupo | por su con V central, vive en el auelo, tiene movilidad debido a
que posee flageios peritricos, es fac iva y o a es una b ia

mesdfila con un crecimiento optimo a 32 °c, pH 5.7, y con 7% de NaCl. La reproduccitn en

esta especie, es como en todos los Bacillus, asexus! por biparticion en la que los gendforos se

desplazan asociados a invaginaciones de a membrans plasmitica denominados mesosomas y
sal por conj (Priest, 19889).

La espora en formacitn de Seciius cereus se dencomina endoespora, porque se forma
dentro de ia céiula madre y permanece ahi durante todo el proceso de ssporulacion hasts su
iberacion.

Desde los afice 50 ia esporulacion en Bacilus ha sido reconocida como un modelo
i do para la diferer ) en org: procariotos al estudiar los cambios
mor i y que ocurren durante la conversion de la célula vegetative en una

espora latents (Doi, 1989).




CICLO DE VIDA

Durante el cracimiento de un cuitivo sincronico de Saciiius cereus se puedan identificar

ias siguientes etapas que conforman su ciclo de vida: “fase lag™ © de adaptacién al medio,
6n y germinacion.

cracimiento logaritmico, etapa \aria, 88por

ETAPA (AG Y CRECIMIENTO LOGARITMICO.

de ias céiuias a las

En |a fase denominada /ag se Heva ol

risti del io y no hay o I signifi Después de 30
nsto do que dura esta fase. iss células se reproducen por division binaria y
simétrica g o logar de Ia 6n, como result de i
b de enel No de cultivo.

fi de la etapa iogeritmica, son inmévies v se

Las cehuk o
agrupan en - do fil ) Cada célula esté formada del exterior sl
interior por ia pared iar, o - veol

que «f 50% de! peso

La pered s una capa constituida de
wotal de ia céivia formados por N-acetiigiucosamina y #cido N-acetimurdmico unidos por

oligopéptidos, y mide de 20 a 50 nm de of . Estd iada & la i y
@s la responsable de dar la forma, la rigidez y la fuerza mecénica a la bacteria, tanto, qus ia




céluls es capaz de soportar hasta 20 o 25 atmdésferas de presion (Archibald, 1989); incluso
cuando se pierde el protoplasto, la pared mantiene su misma forma.

La membrana plasmatica es una doble capa de fosfolipidos, con un grosorde 7 a 8 nm,
que contiene del 50 al 70% de |las proteinas totales de 1a céluia. Como en todas las células es
ia encargada de reguiar la permeabilidad, y en el caso de las bacterias, es donde se

encuentran ancladas una gran cantidad de enzimas metabdlicas (Archibald, 1989).

£! citoplasma contiene aproximadamente 76.6% de agua y dos cuerpos de cromatina

compactos (gendforos) (Black y Gerhard, 1962).

Enlogquer ta al Baciflus cersus es aerobia facultativa, cuenta con
un sistema respiratorio ramificado; cada via termina en una oxidasa diferente que reduce al
oxigenoc malecular en agua de acuerdo a las condiciones dei medio; alguna de las rutas puede
pradomlnar sobre las otras. Las enzimas respiratorias estan ancladas a ia membrana

plasmatica, la mayor parte como proteinas integrales (Escamilla y Benito, 1984).

Algunas enzimas intracelulares, como las que participan en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos estan reprimidas al igual que otras extracetulares como las proteasas. Cuando
Bacillus cereus crece en un medio con glucosa, se acumulan dcidos orgénicos como pinivico

y acético lo que provoca que el pH disminuya de 7.5 hasta alcanzar valores entre 6 y 5

{Hanson et a/, 1963).



& > Filamento axial de DNA
!

Corteza Pared de la céiua germinal

Figura 1. Ciclo de vida de Baciius (Oswar y Sutheriand. 1992).




ESPORULACION

Por io general en Bacillus la esporulacion es un estado morfoidgicamente identificable.
La formacién de la espora se considera como el ultimo recursoc que tiene la célula para
contender a una situacién de estrés nutricional al que responde con el proceso de esporulacion,
durante esta etapa la céiula se habilita para resistir periodos largos en condiciones poco
propicias para el crecimiento, por ejemplo fa carencia de metabolitos disponibies como fuentes

de carbono o nitrégeno (Doi, 1989) (fig2y 3) .

Figura 2. Fotografia de #Secilus cereus en distintas etapas de esporulacion.
vica, Instituto de Fisiologia Celular.




Las ventajas de un organismo que estd adaptado a vivir en ambientes con cantidades
discontinuas de alimento son faciles de entender; en el caso de algunos Bacillus cuando el
alimento decrece, se desencadenan unsa serie de respuestas que producen la diferenciacion

célular.

La endoespora fue descrita simuitdeneamente en 1876 por Ferdinan Cohn y Robert
Koch. Hasta ahora ¢ estudio de la esporulacion bacteriana a nivel morfolégico se ha detallado

y o al to de con marcadores morfoldgicos y bioquimicos.
La esporulacion se divide en siete etapas basadas en las modificaciones citoldgicas que
ocurren durante la fi * de Ia D Para su estudic cada fase de! desarrollo se ha

relacionado con un tiempo en horas.

Asi la etapa i ocurrird hacia is tercera hora (1-3) a partir de que se inicid la
dura de 6 a 8 horas an condiciones

sporuk . El p de espor por lo g
optimas de laboratorio (Doi, 1988).

Una descripcion breve de los i morfofi ! que ocumen durante la

porul 1 segun Dworkin (1985 ) se presantan en las figuras 2y 3.
La etapa O se refi alos on el de i rario, que
se produce al final de |a fase logaritmica, aproximadamente 30 minutos después de que el

ito de la ion se

cultivo alcanzd el pH minimo (Doi. 1989). En esta fase e! c



detiene, debido a ia ausencia de nutrientes, y se empiezan a dar los primeros cambios. Una de
las primeras respueatas es la formacion de flagelos y la disociacidon de cadenas multicelulares,
asi que ias células se individualizan y adquieren aita movilidad. Este increamento en la movilidad
permite a ta bacteria buscar alimento y responder quimiotdcticamente a fuentes potencialea de
nutrientes. Aumentan los niveles de actividaed de los citocromos, se activa la sintesis de las
enzimas del cicio de Krebs y ia cadena transportadora de electrones, asf como varias enzimas

extracsiulares de tipo litico. De tal forma que los scidos org#nicos son utilizados como fuente
juste de las enzi

de carbén y el pH del medio llega a valores cercanos a 7. Asi, ol
metabdlicas intraceluiares permite a la célula utilizar otras fu'antu de carbono (Doi, 1989) Fig

3).
Entre ias er que se Y on esta etaps, hay pr b LT
L y otras er L, que alcanzan [{ o8 Yy St del
U para deg rfos y convertirios en mondmeros, los cuales quedan a disposicién
de la cbluls (S tava y Fitz-J 1981).
Si la céiula al despiazarse sncuentra suficients alimento o sus a
son cap de sufk entonces la céiula prod

De no ser asi se inicia otra secuencia de procesos que dan como resultado |a formacion de
dio es el apr

una espora lstents, capaz de germinar en pocos mMinutos cuando el

(Freese, 1981).

En la etapa | ¢l ADN se Y@ COMo un axiatl, y

io que inhabilita la fisién binaria habitual y permite la division asimétrica (Lutkenhaus, 1994).



Ademas se acumuian precursores de las proteinas de la cubierta, fosfatasa alcalina y DNAsa

extracelular (fig 3).

Durante la etapsa Il una de ias copias del ADN se condensa en uno de los polos y se
Weva a cabo la formacion de un septo, el cual divide asimétricamente a la célula en un

denominado preespofa y uno grande que se conoce como célula

A As hay de pr s especificas que participan en la formacién del septo y
en la P 1 de 1a P El septo finsimente se digiere por autdlisis y se
producen dos compartimentos ir dientes o cada uno por la membrana

poco dk s |a célula prolonga su citoplasma y envuelve a la preespora
(g 3).

En Ila stapa il ia célula dre engl 1te a la p P y de esta manera

ia ahora d. a adqui una ol al con polaridad invertida (Freese

y Heinze, 1983) (fig 3). Por ésto la endoespora presenta una doble membrana que permite el
peaso de moldculas de (s célula al de la or X que se lleva a cabo porla
rute siguiente (Doi, 1989).

citoplasms de membrana externa membrana intemsa citopiasma de
- - -
a céiuia madre de la endosspora de {a endoespora la endoespora

Este a8 un estado critico en |a esporulacion, pues si, al cultivo se le adicionan nutrientes
ia céiuia ya no tiene capacidad de revertir el proceso.



En |a otapa t3 se ha un ir to de la actividad reapiratoria de cerca de 10

veces, en el cual, el sustrato principal es el NADH (Escamilla y Benito, 1984).

Durante la etapa IV se inicia ta formacion de |la corteza entre ia membrana intema y la
extermna de la endoespora y se acumula el acido 3-fosfoglicérico. Esta capa junto con (a
deshidratacion y la alta concentracion de compuestos de basjo peso molecular producen la
refractibilidad de la que se

P a ser evidente en esta etapa (Black y Gerhartdt,
1962).

En el transcurso de la etapa V se deposita |a proteins de la cubierta intema scbre la
superficie de |la membrana externa de la endoespora. Esta cubierta interna es una estructura de

o an multh
€l acido dip (acido lico-2-8 piridina), es el P He que
S8 sugiers como partick on la al calor y ger s ak
desde ests fase de esporulacidon en y es U ir o és de ia
dicién de 9 En cor esth p e en equivaientes a

ias del calcio y otros metaiss (Scott y Eller, 1978).

En Ia etapa VI la cubiernta extema se deposita sobre ia superficie de la cubierts interna

que consta también de una capa p F la er es expulsada de a
céiuls madre y entonces se l& denomina espora libre (fig 3).

10



ESPORULACION

H
H
H
H

o 1 -1t
Coida
vegetativa axial
Resistencia a UV
/ grises
1 1
o 1 2 3 4 5 6
Tiempo
Serina de cul Ensamble proteinas
de la corteza
dela Acido dipicolinica
cort
Ribonucleasa DNAasa Entrada de Ca
AntibiGtico’ Alanina deshidrogenasa Ribosidasa Alanina racemasa
de # Adgenosina deaminasa
INADH oxidasa
a Amilasa Catalasa Sintesis de
Arginasa - dipicotinato

simacenamiento de pro-
teinss de |a espora.

Figurs 3. Esquema de las etapas morfoldgicas de la esporulacion en Bacillus como se ve en el Mmicroscopio
de Dv 1985,

"



€l tiempo que dura el p la esporulacién, bajo condiciones experimentales,
depende de |a cepa de Bacillus y del medio utilizado. La esporulacién curre de manera
sincrénica y es mas eficiente cuando las células han crecido en un medio rico en nutrientes por
un minimo de seis a siete generaciones que se denominan transferencias y consisten en

diluciones consecutivas del cultivo en cr iento, para

1ar a los organismos que
crecen mas rapido (Collier, 1957).

ESPORA LIBRE

Las esporas son formas de resistencia y dispersién producidas por muchas bacterias,

protoctistas y hongos, no son céiul P 80N mas tes al calor, desscacion,

- pH extremos y otres condiciones adveraas en las que fas células i no b i v La
for ién de ia P es un p 0 de division celular en @l que ocurre diferanciacion.
(Parish,1979).

La espora es una estructura unicelular, totipotencial que no se divide. Tiene la propiedad
de ivir @

que matarian a la célula en su forma vegetativa, de letargo y
germinacion. Letargo se refiere a la capack!od que tiene la espora de convertirse de iatente a
activa y germinar en p cia de 8L S

os. Son los tipos celulares Que mantisnen el
nivel mas bajo en su metabdlismo (Dworkin, 1985).

12



En Bacillus cereus la espora es esférica, estd formada por varias capas rodeando a un
protoplasto que contiene sustratos de reserva rapidamente procesables y ilos elementos

r ios para la biosintesis y el metabolismo. Esta estructura tiene una alta

concentraciéon de Ca*" (del 1% al 3% del peso seco de la espora); mientras que el 10% del
peso corresponde al acido dipicolinico. Las proteinas de bajo peso molecuiar son abundantes,
representan del 40% al 50% del total de proteina y presenta niveles bajos de acido 3
fosfoglicérico (Dworkin, 1985) y 64.8% de agua (Black y Gerhartdt, 1962).

dad der cia se logran como resultado de

El hipo y las p
ia formacion de una serie de tegumentos que rodean el protoplasto y que producen [a
inactivacion de las macromoiéculas. Unos cuantos compuestos de peso molecular bajo y
de ia espora, contribuyen a la estabilidad del

algunas proteinas ificas del

estado de latencia y a las pr dad de ia de las P La estructura y los

1 del o, Mt tran gran similitud

compuestos praesentes en la espora madura, a
entre las distintas especies aunque se postulen diferentes funciones y propiedades para

algunas de ellas (fig 4 y 5).

al calor se han propuesto dos tecrias; ambas

Para ia de las esp
como resultado de p de La pri postuia que es consecuencia de Ia
deshidratacién y la segunda que es delar ion de ilizacién producida

{Gould, 1983 y Black y Gerhardt, 1962).

por el calcio y el &cido

vica p

La estructurs examinada de afuera hacia adentro por

1 tas, ana

secciones, las cuales se dividen segun Dworkin 1985 en: o,
(fig3ya).

externa, corteza, pared, a interna y

13
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Figura 4. Mk:rogmﬂa olectranica de ia espora de Bacillus cereus liberada en un
(Ta'%;) & b de la celuila madre que quedo atrapado

entre el exosporio y la membrana extemn c) membrana externa, d) membrana interna, e)
corteza, ) . Q) ir de formacion de las cubiertas (Andreoli et a/, 1973).
La escala de la linea ropmenl. 0.25 um.

~—" ax0sporic
cubiertas
membrana externa
corteza

— pared de |a céiula germinal

/ a interna

Figura 8. Modelo de un corte transversal de una espora madura de Sacilius cereus, se
muestra las formas de organizacién de los tegumentos (Freese y Heinze, 1983).
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Exoceporio

E! exosparioc es una estructura transparente de apariencia membranosa que rodea

totaimente a la espora de Bacillus cereus, Bacillus y € sp, es menos

aparente en las esporas de Bacilius subtilis y Bacilius megatesium (Hanson, 1979).

ite 500 A, se encuentra

Este tegumento en Bacilius s mide ap
formado por dos capas, una externa constituida por proyecciones veliosas distribuidas
irregularmente que tiene un grosor de 250A, y esta colocada sobre una cubierta intermedia de
60A de profundidad y de apariencia similar; la capa intema consta de una superficie con poros
hexagonales idénticos, con 754 de centro a centro, formada por cuatro ldminas que se pueden
ana basal de 190A de ancho; Ia permeabilidad del

fri como cr yuna
que su superficie es porosa pues fécilmente !a pueden atravesar

io intacto cor
diversas moléculas (Gerhardt y Ribi, 1964) ( fig 6).

b a
-—
- c
: d
= F
1
2
Figura 6. 1-D dei ic de Sacilius cereus visto por microscopia
(d). (a) s una capa irregular

L lica. Esta constituido por dos capas principales (a) y
formada por proyecciones veliosas (b), y una capa intermedia (c) y ia membrana basal (d) en
donde se sncuentra una de {as cuatro laminas (). El espesor de cada capa es: a=310A,
b=250A, c=80A, d=190A y e=45A.

2-Estructura de la mcmbrnn. basal del exosporio obtenida por difracciéon de rayos x en
donde se ve la perf an b 08 y comprimida en 4 laminas las cuales se pueden

fragmentar en cristales (Gomar!h y Ribi, 1964).

15



£l exosporio constituye la entidad entre Ia céiula y el medio, representa el 2% del peso
seco de la espora intacta, contiene 52% de proteinas, 20% de polisacdridos, 12.5% de lipidos

neutros, 5.5% de fosfolipidos y 20 % de ceniza (Matz et a/, 1970).

En Seacillus cereus el exosporio se forma poco tiempo después del engiobamiento de
Ia espora, y ia envuelive graduaimentes. Las cubiertas de ia espora se forman dentro dei

exosporio en desarrolic. Su funcién es probablemente la de concentrar las subunidades

! de las cubiertas, a qQue son sintetizadas, y para asegurar asi su

polimerizacion en la superficie de ia endoespora y no en otro sitio de la célula madre. Las

como pronasa,

proteinas que ss encuentran en el o son i tes a pr
tripsina y ‘a; y a otras er como lipasa y lisozima y a reactivos como deoxicolato y 3

mercaptostanol, io que indica que es una estructura de defensa de la espora contra los efectos

de las t (C. ot al, 1971).

El proceso de manipulacion y lavado de Ilas esporas asi como su liberacién, fuerzas

flni tos de soni én, friccidn y abrasion, producen la ruptura del exosporio que

es muy delicado, Quedando asi como la zona de difusion efectiva [a envoltura siguiente: ia

cubierta (Gerhardt y Ribi, 1964) (Cabrera et al, 1971).

Si el exosporio se trata con 1% dodecil sulfato de sodio (SDS) incubado a 37°C por

thora, se obtienen por electroforesis dos bandas principaies, que corresponden al 15% del

contenido original 1te de p en al io (Cabrara et al/, 1971).

16



La cubierta representa del 30% al 60% del peso seco de la espora, y cerca dei 50% de

su volumen; ademds contienen mias del 80% de las proteinas totales de ia espora (fig 4 y 5).

sin cubierta han demostrado que esta nc es

Los estudios -] en

necesarias para la retencion del dcido dipicolinico, ni para producir is refractibilidad o, la
e a ia i il y a los

termorresistencia, pero su presencia hace al organismo
solventes como el octanol y el cloroforma (Dworkin, 1985).

de las P de ia cubierta de las esporas

de Bacillus cereus en secciocnes finas, al

Lta P ion qu y la mor Q!

varian entre Ias Al ar las esp
microscopio elecironico, se pueden observar tres capas distintas entre e! exosporio y a
corteza: una capa externa que forma parches, la segunds es uns capa con orificios y por Gltimo
ia interns, esta capa consiste de un soio polipdptido que tiene un peso molecular de 12 kDa;
rico an cisteinas, o que produce ia estruchura tercisria al establecer puentes de disulfuro,

y pares idnicos entre e polipéptido (Dworkin, 198S ).

alac ta de la

Como siguients snvoltura se encuentra ia r brana, que

corteza, esté formada por una doble capa de fosfolipidos y tiene una polaridad inversa a la de

Ia célula madre (Oworkin, 1985) ( fig 4 y 5).



La corteza se ve al microscopio electronico, como una region transparente limitada por

la cubierta de la espora, es probable que cuando se depositan las capas de la cubierta en el

de la célula madre que se localiza entre la

io quede do material
membrana externa y las cubiertas (fig 4 y 5).

En su mayoria |as corteza estd compuesta por un péptidoglucano modificado, con

estructura diferente a la que forma ia pared celular. Aparentemente, en Ia espora estd capa se
de manera semejante a la polimerizacion

sintetiza por la p + de
de la pared en ia céiula vegetativa (Dworkin, 1985).

La cortezs es una estructura critica para que se mantenga la esporulacion y la
ilidad, da 1cia ai calor y permite la retencion

estabilidad de ls esp Produce

del dcido dipicolinico y det caicio. La corteza se hi por la T de enzi liticas

durante el proceso de germinacion, mientras que la pared persiste (Pearce y Fitz-James, 1971).

Pared de la célula germinal

esta |

inmadiatamente después de la corteza y sobre la membrana p
la pared, que se sintetiza a partir de precursores proveniantes del citoplasma, que se

transportan a través de ia membrana, esth formada por péptidoglucano similar al de la pared de
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la célula vegetativa; incluso se ha sugerido que al germinar la espora, ésta pared se desarrolla

y da lugar a la pared de Ia célula vegetativa. La pared celular del protoplasto y la de Ia célula

vegetativa son estructural y funcionaimente equivalentes (Dworkin, 1985) ( fig 4).

La ultima capa colocada debajo de |a pared es la membrana plasmatica o intema, que

tiene cor y funcién ilar a la de ia célula vegetativa (fig 4 y 5).
Citopisema.
En el citoplasma se presentan er ol apa biosir coer nt
y metabolitos, ademas de un solo gendforo. Las proteinas, nuclei y lipid que se

encuentran en slla son esenciales para su viabilidkad. Ademas. contiene una alta concentracion

de acido dipicolinico y de calkio (fig 4 y 5).

En Ia espors (atente hay car o de ni de tr .
nucledtidos de piridina, acetii-CoA, una carga energética muy bajs y niveles altos de #&cido 3

fostoglicérico, asi como las enzimas necesarias para convertir 'um compuesto a acetato y CO,

(Setiow, 1981).
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GERMINACION

Este procaso se ha dividido en 3 etapas: activacién, germinaciéon y expansion (Setiow,

1983).

La activacidn es un proceso raversible, es ol final de la Iatencia y resulta de !la accién de

tratamiantos que por si Mismos no producen |a germinacion; pero capacitan a la espora para

que germine mas rapido. La activacion se pueds inducir con calor en nh
a que produce cambios en la estructura terciaria de las proteinas que mantienen el lstargo
(Keynan ef a/ 1964). También Ia propician los detergentes, la exposicion a pH bajos y los
compuestos que contienen grupos sulfhidrilo o agentes oxidantes fuertes. No se conocen adn

con detalie los cambios estructuraies criticos que ocurren durante la activacion (Dworkin, 1985).

La germinacion se define como la conversion de ia espora latente en una célula
atura, d ion y

b ctiva y sensible a condiciones as de pM, o
faita de nutrientes. Comprende una serie de fenémenos degradativos imeversibles que se

inician con ia pressncia de agentes especificos llamados germinantes (Hashimoto y Conti,

1971).

Las sustancias que se requieren para germinar esporas de Bacillus en el laboratorio

son simpiles, difieren de una especie a otra. Un solo compuesto como !a L-alanina, adenosina o
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ribosa, mas un amortiguador, son suficientes para una germinacién éptima en muchas especies

(Gould, 1983).

Existen germinantes nutrientes y no nutrientes. Dentro de los segundos se han

reportado iones metdlicos, agentes tensoactivos, dipicolinato de calcioc y enzimas hidroliticas

como la lisozima; y tratamientos como la i6n o defor ion y la p v

de Estos fi fisi ¥ quimi depolimerizan o dafan ia estructura

que requiere la espora para mantener el letargo y la resistencia (Gould , 1983).

En pocos minutos la resistencia al calor se pierde, cerca del 90% del calcio acumuiado
se libera (Yuan-Tay y Foegeding. 1991), el acido dipicolinico y e 4cido sulfoléctico son
exp los wos se p ), el scano cortical es hidrolizado por la

activacién de nuevas enzimas liticas y los fragmentos solublies se arrojan al medio. El
fosf as i antes de que se inicie Ia sintesis de novo y se produce ATP

antes de que sa presente la sintesis de macromoiécuias (Gould, 1983).

Durante este tiempo entra agua, la pared de la céiula se adhiere al citoplasma de la

espora germinada y la rodes. La céiula se hincha y se vuelve e ; este
PrOCesSOo 38 CONOCEH COMO axpansion (Hashimoto y Conti, 1971).
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DIFERENCIACION CELULAR

La diferenciacion celular es (a transformacién de un tipo de célula en otra, por la

modificacién de su forma y funcién, resultado de la interaccion genoma-ambiente.

La diferenciacién puede ser parte de un procaso de adaptacidbn que permite ai

vivir @n un critico; aunque también se le considera como una parte

integral de un ciclo de vida especializado que posibilita |a realizaciéon de una tarea metabdlica

especifica (Parish, 1979).

Cuando se expone un ofganismo a condiciones de eatrés, éste responde rapidamente y
condiciones del medio. En microorganismos se ha
les de

d su li a las n
obsefvado que |a diferenciacion celular es inducida por diferantes ni

(Dowxis ot al, 1987).

&l

La diferenciacion ceiular ha sido estudiada muy ampliamente debido al gran interés
éd desde muchos puntos de vista y se han propuesto muchas teorias; dasde

b ico y
las que conceden mayor importancia a los genes hasts las que atribuyen el papei central a-l

ambients, o bien las que dan a los dos eslementos ei MisMo peso.



ESTRES OXIDATIVO Y DIFERENCIACION

Hansberg y Aguirre en 1990, proponen una explicacién al fendmeno de la di'erencinclén.
un

celular en microorganismos. En el pr de cor ' de Neur ]

ado con el proceso morfogénico. Al iniciarse |a adhesion de las

hipere e r
do una )

hifas, generarse el micelio aéreo y formarse las conidias, se ha o
general de proteinas, entre ellas algunas enzimas especificas. As/ mismo se ha observado Ia
de luz ada a ia generacién de algunas

pérdida del poder reductor cslular, la
especies reactivas de oxigeno y diversos cambios en ios mscanismos antioxidantes de Ia célula

(fig 7).

Esto indica que Ias i as de & P 1 la for N ir

de especies reactivas de oxigeno, que al producirse por arriba de la capacidad antioxidante de
we) que induce a la céluia a aisiarse del

la célula, generan un ir (hipx
oxigeno ambierntal. Al responder a la o te, la célula alcanza un estado
estable diferente al que se le rsconoce como un estado diferencisdo (Hansberg y
Aguirre, 1990).
Se postuls que los organismos. a partir de su 1 a una 1o rica en Oy,
o ar nes de co el de ias especies
reactivas del oxigeno (ERQ). Ademsés, !a estructura celular tiene de pr 6
te tales : la aita eficiencia de la cit: i an donar simuits e 4




Oz

Muerte
C.N, P 1
xXH X —_——— evasion del O; ambiental
HO
O HO *
T ) J
Oz, HO
C.N.P

Figura 7. Modelo de! ciclo de vida simple de un microorganismo de acuerdo con ia
teoria de Hansberg y Agulm (1990). SImboloc C, carbono, N nitrégeno, y P fuentes de fosfato.
de es

XH disponibilidad de los 1o redi ; X,
HO hipr ] (HO) hip

slactrones al O; que io transforman en H,O; el confinamiento de las enzimas

o= oS de pe ¢ de hidrogeno en pero: :la ia de engzil i y
extracelulares con alts capacidad de formar complejos con el Fe?*, Cu?* y otros metales que

forman radicales libres (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Cuando se produce un desbalance entre ia produccién de ERO y la capacidad del
d: , S& genera un aumento en la

organismo de neutralizarios los p ar

concentracion de las ERO, definido como una situacion de
1 son insuficientss o estén deteriorados, o bien de

é idath Esto puede ser

resultado de que los de p
que ias células se encuentran expuestas a factores externos que promuaven la generacién de

ias ERO (Halliwell y Gutteridge, 1989).
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Las bacterias presentan sistemas adaptativos que contrarrestan los cambios drasticos
producidos en el ambiente, por ejemplo: cuando se da un estrés oxidativo, se induce ia
expresion de aigunos genes que sintetizan para enzimas, asi como los mecanismos de

reparacion del DNA (Demple y Cuevas, 1991).

Las principales mecanismos antioxidantes son ia catalasa, la superdxido dismutasa, las

diferentes peroxidasas, las glutation reductasa y los sistemas regeneradores del NADPH.

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO.

Un radical libre (R.L) es cuaiquier ie quimica, o siar, P
de existir independientemente y que contiens uno © més es d Ese o esos
L e Qe Y un eléctrico que no es anulado, o gue & que Ia

quimica sea paramagnética y por ende altamente reactiva. De los radicales que se producen
como derivados de los slementos quimicos, son importantes para los organismos vivos, fos que

generan el hidrogeno, el oxigeno, el carbono, el nitrogeno y los de de transicion como
el cobre y el fierro (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Los R.L pueden obtenerse por la pérdida o ganancia de electrones de una especie no
radical. Una molécula con aniace covalente, al romperse de manera homoli Y o

generar radicales libres cuando cada uno de los tos unidos
electron (Halliwell y Gutteridge, 1989)
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Segun Halliwell y Gutteridge (1989), el oxigeno tiene una abundancia atdmica en el
planeta de 53.8%, corresponde al 21% del aire seco y esta disueito en todos los cuerpos

acuiferos; se origind de ia fotosintesis oxigenica de cianobacterias hace mas de 3,500 millones

de afics.

> a los dos electrones

La sla de Qeno es cor un birr
desapareados que se encuentran en los dltimos orbitales (Farr y Kogoma,1991). La disposicion
' dichos electrones disminuyen |a habilidad de aceptar un par de

la que p
‘es de otra idcula en ia cual éstos se encuentran antiparalelos. Asi la reduccién del

oxigeno se retarda por la aceptacidén de electrones de uno en unc y genera especies reactivas

de oxigeno (ERO) (Halliwell y Gutteridge, 1989) (fig 8).

A pesar de que es uno de los slementos mas abundantes en los seres vivos, s nocivo,
debido a que a partir de él se generan las ERO. Esta teoria la propusiaron R. Gershman y D. L.
Gilbert en 1954 en los Estados Unidos de Amdrica; postula que 8] oxigeno es téxico y que el

mayor efecto dafino de este alemento se produce por medio de los radicales libres que se

forman y prop que (a for ion del radical superéxido es el factor potencial del dafio y que

la superdxido dismutasa constituye la defensa esencial contra éste (Halliwell y Gutteridge,

1984).



Es muy importante el estudio del las ERO debido al grave dafio celular que causan, ya
que todas las céiulas de los organismos aerobios estdn sometidas a ia generacién endogena

de radicalas libres, los que proviensn en su mayoria de la reduccién parcial del O- utilizado por

las células. El 21 % del O, tiene una pequefia manifestacion de efectos daninos (Halliwel and
Gutteridge, 1984), entre un 2 y un 5% del oxigeno consumido, para ias funciones metabokcas,

genera radicales libres, los que pueden oxidar diferentes componentes celulares y afectar la

tipi id nL azt ., tanto

estructura y/o funcién celular de proteinas,

como fuera de las células, io que conileva a la destruccién de membranas y orgdnulos (Halliwell

y Gutteridge, 1984).

Los intermediarios reactivos que se pueden generar por reduccion parcial de éste
elemento son: el superéxido Oy, radicales hidroxilo OH® , i6n peréxilo HO™ y peréxido de

hidrogeno M0, (fig 8).

-

L o e H
1 N _” HO' _J_. H.O
Oz —e O2¥———s HO; o
HO* —T—. H;
T 2H" H* B

Los radicales libres por au reactividad existen en concentraciones muy bajas en las

células (10™ a 107M) y no visjan muy lejos del sitio donde se forman. Por ejemplo el radio

promedio de accion det icat o -6l mas i es de 30A.
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Pueden actuar como oxidantes y reductores. Cuando un radical libre reacciona con un
compuesto no radical, puede formar otros radicales libres @ inducir una reaccién en cadena, lo

que ampiifica el fanémenc miles de veces (Halliwell y Gutteridge, 1989).

®

®

®

®

®

®

®0O
0000050

0
@@@@@)@@O

O, basal Singuleto O,
2!

2 " x lonPerc "o o2
(=g02) ('agOz2) (O2) (©:7) ('=g+0O2)

Figura 8. Estructura electrénica de las especies reactivas generadas a partir de Ia
moiécula de oxigeno (Halliwell y Gutteridge, 1989).
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SISTEMAS DE PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Los agentes externos que generan ERO son: los metales de transicion, rayos x, las
radiaciones ionizantes, (a juz y los rayos gamma, que actuan sobre el agua y las reacciones
metabdlicas en las que intarviene el oxigeno (Halliwell y Gutteridge, 1989). Los metales de
transicion son cofactores en el sitio activo de las enzimas de tipo oxigenasas y oxidasas,

proteinas que facilitan los arreglos electrénicos que permiten la produccion de las ERO.

También por el proceso de fosforilacion oxidativa en el metabolismo celular, que
conduce a la formacién de agua, se formman las ERO, mismas que son transformados por la

citocromo oxidasa. (Halliwell y Gutteridge, 1989).

CARACTERISTICAS DE LAS EROS
Radical hidréxito
€l radical hidroxilo @s resultado de la reaccion del peréxido de hidrégeno con un electrén

¥ un protén, y por la ruptura homolitica del mismo que da lugar a dos radicales hidréxilo, por

reacciones ionizantes o por calor. Su vida media es de 10 segundos y es un radical altamente

electrofilico. Es uno de los compuestos mas r T iona en sndos con

acid P3 Acid, m y

cualquier molécula cercana como: azucares, amir
#cidos orgdénicos, con los que forman R.L a partir de los elementos con ios que reacciond. Las
célulss no cuentan con sistemas enzimaéticos para usario como sustrato, sino que tienen

mecanismos para prevenir su formacion o para deshacerse de (os que ya se han formado,
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debido a ésto, la mejor forma de evitar sus efectos es desechar el perdxido de hidrégeno con
ayuda de © pe (Halliwell y Gutteridge, 1984).

Onigeno singuleto
€1 oxigeno singuleto se produce mediante reacciones que invierten la rotacion de uno de
los electrones solitarios de la molécula. Por definicidn éste no es un radical libre, es una ERO

que en los sistemas bioldgicos presenta alta reactividad (Halliwell y Gutteridge, 1984).

», de hid

El HO2, no es un radical pero es el principal promotor del radical hidréxilo. Su

f ‘to estA mediado por ia y las per Proviene principalimente de la
dismutacion dei radical superédxido, ademas, es uno de los productos de las reacciones de la

glucolato oxidasa, D y L-amino oxid; y urato oxi (fig 9).

La reduccion divalante del oxigeno molecular para formar peréxido de hidrogeno ocurre

en peroxisomas, organulos celulares especializados en plantas y animales que poseen, entre

otras enzi amino Difunde a través de membranas con facilidad por lo que esta
en todos los compartimantos celulares. Reacciona con el Fe 1l y Cu | y forma el radical hidroxilo
en la llamada reaccion de Fenton (Halliwell y Gutteridge, 1989). La formacion de peréxido de
hidrégeno por una oxidasa terminal, fue reportada por Denis et al/, 1989, en Pseudomonas
nautica una bacteria marina (Denis et al, 1989).



Figura 9. Estructura del peréxido de hidrégeno (Halliwe! y Gutteridge, 1989).

Radical superéxido
El radical superéoxido as producto de la ir ) de un " a una ia de
oxigeno. Se produce normaimente durante ia fosforilacion . Por la dismd 1 que

lleva a cabo la superdxidodismutasa se obtiene normaimente peréxido de hidrogeno y agua

(con la participacion de un electron y dos protones). Varias enzimas catalizan la reduccidn

univalente del oxigenc y dan lugar a este radical, como xantina i gh

urato oxid NADPH alkdehido flavin deshidrogenasa y algunas peroxidasas.

Compuestos no enzimdéticos como e} par hidroquinona-semiquinona, mediante reacciones de
autooxidacién, que incluyen a las relacionadas con las catecolaminas, flavinas y las

ferradoxinas, también son capaces de generar radical superéxido (Halliwell y Gutteridge, 1989).

El O es muy estable en solucién acuosa y en este medio tiene reactividad limitada, se
dismuta espontédneaments en O, y H-OapH 74 a 2x10° M sec™'. (Roberts et a/, 1991). Difunde
a través de membranas y a distancias relativamente grandes. Cualquier sistema generador de
O puede producir H,O2 (Halliwe!ll y Gutteridge,1989).
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La mayor fuente de produccion del radical O; en los seres vivos, es la cadena
respiratoria principaimente en el compisjo NADH-coanzima Q reductasa (ubiquinona) y en las
formas reducidas de ta coenzima Q (fig 11).

£n ia cadena de transporte de electrones el NADH es oxidado a NAD por un compiejo
muttienzimatico llamado “NADH-coenzimaQreductasa®, en el que dos electrones pasan
simuttaneamente a la coenzima Q. El complejo reductasa contiene flavoproteinas (FMN en su
sitio activo y no proteinas hemo-fierro, como los citocromos). La coenzima Q acepta electrones
de ia samiquinona y de las formas completaments reducidas, asi como también de
flavoproteinas reducidas, generadas por el ciclo de Krebs y de la p-oxidacién de los acidos
grasos (Halliwell y Gutteridge 1989) (fig 11).

De la coenzima Q los electrones pasan a través de otro complejo multienzimatico
(Coenzima Q citocromo ¢ reductasa), que contiene citocromos b, y de ahi a otros citocromos

para llegar al oxigeno gque es el aceptor final.

Los citocromos son hemoproteinas que aceptan electrones por medio del Fe I,
colocado en el centro de! grupo hemo, que se reduce a Fe Ii; finaimente el citocromo c es
oxidado por un complejo multienzimético “citocromo c oxidasa". Por cada 4 electrones
consumidos por este complejo se reduce una molécula de oxigeno a dos moléculas de agua

(Halliwell y Gutteridge, 1989).
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Semiquinona + O *— * Quinona +O*

NADH 2@ NADH-coenzima Q E_. FADH,
D—‘ reductasa —
NAD" \ [}
e 1
E H,CO CH;, H3
N H,COo (CHCH=C-CH,)oH
z I
1 Q oxidada
~ 1o H”
A
/ HyCO
Q HyCO R
CoQMH; —citocromo c
reductasa | Parciaiments reduciis
/ (ssmiquinona)
Citoromo ¢ o 18, H®
po——— hyss
#HyCO R
oH

/—\
Totalimente reducido (CoGH;)

(=73 2H:0 (por cada 48’ tomados)

Figura 11. La cadena transportadora de electrones en el complejo NADH-Coenzima Q
reductass (Haliwell y Gutteridge, 1989).

La ubiquinona es un compiejo transportador de electrones no protéico, presenta gran
ucieo de 1, 4-benzoquinona. A dife del

de . la ubiquinona sélo acepta un

Hidad de la y de un

citocromo ¢ Que es Mmuy como L]



elactron a la vez, para llegar a dos, siendo por io tanto generador de una gran cantidad de
radicaies superoxido.

El radical superoxidc no es una especie particularmente reactiva, pero es

po te toxics,

a que es un sistema generador de peréxido, como resultado de

no er ¥y por su dad de producir el radical hidréxilo.

dis: i\

SUPEROXIDO DISMUTASA

Fue descubiarta en eritrocitos por Mc Cord y Fridovich en 1968. Es una proteina ubicua

on jos organismos serobios, permite contrarrestar los efectos tdxicos de! radical superdxido al
eliminario por ia dismutacion en i il 6xid

geno y P

cofactor un metal de transicion que facilita is trar

de hidrogeno. Tiene como
de e} es (Roberts et a/, 1991).

Su actividad depende de la concentracién de Oy y del porcentaje de O: utilizado para

hacer radical superéoxido. La ecuacidn general de la reaccién es ia siguiente (Mc Cord y

Fridovich,1969):
Oy + Oy +2Hs — & 0, +H0

Esta protsina ha sido clasificada en tres grupos: las que tienen como cofactor fierro,

Manganaso y cobre-zinc; las dos pri e

ran prir te en procariotos y Ia



tercara en eucariotos. Los tres tipos parecen tener un mecanismo bioquimico y actividad similar

aunque su estructura es diferente (Bannister et 8/,1991).

Las que presentan Fe y Mn son diméricas o tetraméricas y estéan formadas por
subunidades de peso molecular carcano a 20,000 daitones (180 a 200 amino#cidos) y un Mn o
Fe (Roberts @t al, 1991), mientras que |a de CwZn se presanta en forma de dimero y pesa
34,000 con 0.34% de Cu (Mc Cord y Fridovich, 1969).

Unicaments se han reporiado 3 casos en los que no hay superdxido dismutass en
sigunas b lacti N rin 3 o ' (Meler y
Habemeih, 1991).

La evolucion de la SOD esté ala ot del oxi onia yala

[ de los de ' an e bidaf por o tanto esta

repressntd una de Ias primeras formas para contrarestar la toxicidad de! oxigeno en los
organismos vivos (Bannister et 8/,1991).

La SO0, ssencial pera la vide . 88 ind: do hay o o L

ol p de su ion es degradado por ia por o que estdn muy relacionadas
funcionaimenis (Bowler et al, 1992).



CATALASA

La catalasa es una enzima ubicua que estd presente en los organismos aerobios con

de ci Nos, SoON los casos de Eug Gle My Vi
pneumonise y Bacliius popiNise y varios pardsitos heimintos que no |a tienen, y se presenta
on  aig orgar ar como A - per Shigells
dy y Pr » Es principalmente una enzima intracelular

(Halliwell y Gutteridge, 1989). Funcionaimente es similar a las peroxidasas y solo difiere de
éstas en que unicamente es capaz de utilizar H,0, como substrato, su reaccién general es la
siguiente (Sharma et a/, 1989).

2H,0,———= 2H,0+ O,

La catsiasa bovina purificada y cristalizada presenta una apariencia acicular, prisméatica

O laminar, es una proteina con peso lecular de 220 a 350 kDa. En cada una

de sus subunidades de 60 kDa; presenta un grupo p de p rfirina (protohemo)
X y una molécula de NADPH gue le proporciona estabilided. En forma de monémero
tividad y per va para una amplia gama de sustratos que

P! v poca
incluyen NADH. Tiene una tirosina que actua fligando sl fierro del grupo hemo (Sharma et al,

1989).

El nimerc de iéculas de p de hidrégenc trar por sla de
catalasa bovina en un minuto es de 3.5 x 10° veces por segundo, o cual indica su eficiencia

{Deisserot y Dounce, 1970).



La catalasa destruye el peréxido de hidrogeno mediante dos tipos de reacciénes, ia
primera lleva a cabo |a for 1 de un

jo primario entre el peréxido de hidrogeno y el
fierro del grupo prostético (Douncs, 1983).

P-Fe> -OH + H;0; o—————o P-Fe -OOH + H,0 T

En Ia segunda’ ion el primario b

con ia segunda
molécula de perdxido de hidrogeno, para producir la enzima libre, agua y oxigeno molecular
como sigue:

P-Fe’"OOH + HO, +——————— P-Fe®"" OH + H0+ O
La es une que nO se satura con sustrato dentro de un intervalo de
concentracién mayor de SM de peroxido de hidrégeno y en cor se ir ‘ente a

concentraciones mayocres de 0.1M de su sustratc. Debido a ésto, la determinacion de la Km es

practicamente imposible, pero se han propuesto algunos protocolos que pemmiten obtener

para las ciné entre las distintas catalasas (Feuers eof al, 1993 y Aebi,
1984).
Esta proteine se inhibe por azida de sodio, cianuro de p: y maés i
por 3-amino-1, 2, 4- triazol; es e a mo. El de p ' I con el
perdxido de hidrégeno por la ion de " &an |a posicidbn 8 del fierro de la
Al & [ ' de cisnurco de potasio se pusde incrementar la

cantidad del compiejo primario formado, si se aumenta la concentracion de H.O; pueden

37



desplazarse los componentes del cianuro de potasio existentes. Si lo que se agrega es azida

de sodio |a catalasa se reduce como indica |a siguiente reaccién.

P-Fe> —OH +H 0, ———*P-Fe> — OOH +H;0
P-Fe> —OOH+ HNy——aP-F8?* ——OH +N;O + (N°) + H®
P-Fe2*~— NO + N, +H,0O

La bovina se di por to, cambios drésticos de temperatura,

a bajas por projor vy por accién de acidos o dlcalis

(Deiasseroth y Dounce 1970).

Las catalasas son un grupo de proteinas altamente conservadas. La forma mas comun

es semejants a la que se presenta en los bovinos pero hay aigunas excepciones como en

Escherichia coll (L 'Y itala, 1986) y Bacillus subtilis (Lowen y Switala 1988) donde

se ha reportado que son hexamédricas con un hemo d-isémero, © como en Lactobacillus
plantarum (Kono y Fridovich, 1983) que tiene un cofactor de manganaso en lugar de fierro.



ISOENZIMAS DE CATALASA EN LOS SERES VIVOS.

La hipétesis propuests por Hansberg y Aguirre (1990) es aspoyada por las siguientes

abservaciones realizadas en organismos que estén expL al on los que

s8 ha identificado |la expresién diferencial de isoenzimas de catalasa.

En &scherichia coli hay 2 catalasas: la HP1(kat G) presente en el crecimiento y is HPI}

(katE) que se induce en la fase de t rio por on (Hengge-
Aronis, 1993).

En SeciNus subtilis se ha observado la presencia de 2 catalasas, Cat-1 identificable en
ol crecimiento y que se induce al final de la etapa exponencial (Loswen y Switala, 19687'); esi

como (a Cat-2 que se induce en la esporuk Las esp sdlo Cat-2, las cepas
Mutanties que NO esporulan, NO P Cat-2 (L v 1987%). Las dos enzimas
han sido purifi y b por Lowen y Switala (19687 y 1068). La

Cat-1 es un homohexdmero de un peso molecular de 385 kDa, cada subunidad pesa 85kDa. su
9rupo hamo es protohemo IX, e intervaio de pH Optimo de actividad es en un intervalo de 5 a
11; i@ inhibicion con cisnuro de potasio es del 50% con 0.1MM y con azide de sodio se inhibe

50% con 0.002 mM. La Km es de 40.1mM y su de On es del 100% a
65°C por 20 minutos (Lowen y Switala 19877 y 1988).
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La Cat-2 @3 un homohexdmerc con peso molecular de S04 kDa, el peso por subunidad
es de 81 kDa, con un grupo hamo D, unido covalentemente a la proteina; ei pH éptimo de
activiiad es de 4 a 12; la Km es de 78. Se inhibe el 50% con azida de sodio 0.006mM mientras

qQue con cianuro se inactiva un 50% con 0.01 mM. Su termorresistencia es de 50% de
inactivacion a 93 °C por 4 minutos.

Tabla 1. Caracterizacion bioquimica de Cat-1 y Cat-2 de Sacillus subtilis (Loewen y
Switals 19877 y 1988).

Caracteristica Cat-1 Cat-2
Paso molecular (kDa) 395 504
Estructura cuatemaria Homohexamero Homohexamero
Peso por subunidad 65 81
(kDa)
Grupo hemo protohemo 1X hemo-D unido covalentemente a
‘a proteina i
[ Kim para H,02 (mM) 40.1 78
Termoresistencia 100% inactivada a 65°C por | 50% inactivada a 93°C por 4
20 minutos minutos
ntervalo de piH optimo San 4812
de sctivided
inhibicion por cianuro de S50% con 0.1 mM S0% con 0.01mM
potssio
nhibicion por azida de $0% con 0.002 mM 50% con 0.08 mM
sodio
En N CEPOr hay 3 Cat-1 | durante el crecimiento, Cat-2

inducible en cultivos estacionarios y Cat-3 también encontrada en el estado estacionsrio pero
con activided principal en las conidias (Chary y Nativig, 1989).
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En Aspergiius niger se han detectado 2 catalasas, una presente durante el crecimiento

y otra que se induce durante la conidiacion (Fowler et al, 1993).

La catalasa es una proteina altaments conservada, que potencial es en

las reconstrucciones filogendticas.

Con respecto a su origen y evolucion se plantea que apa hace apr o
2,000 milones de anos. Como itado de los moleculares, la genealogias de |a
por ef método de y por la di m an que todas
las un origen N y 38 pusden clasificar en dos grandes grupos de catainas:

ias de los hongos y animaies, Que tienen un ancestro comun y ias de las plantas. En ambos

Cagos 38 supone que se deri de [ difer Por otra parne en las

bacterias estas enzimas forman un gnUPo con origen poilfiidético bastants heterogénec
(Ossowsnki et al, 1993).

Segun Ossowski of af (1993) se pusde explicsr porque ia on los
asth on 108 PIrOXISOMas 0 QUS I8 Prop: un més b on

con ls enzima en procariotos que se iocaliza en el citosol, en donde estd sujeta a mayores

". Asi que en los pr ha diverg miés b a que
tione yor presion de sek ONn QuUe en 10 eucariotos.
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HIPOTESIS

Durants ls esporulacitn y germinacion de Seacilius cereus se presenta un incremento

on la actividad de las rutas metabdlicas oxidativas lo que da como resultado un

aumentc en el consumo de O; y en la produccidn de las ERO. Si existe variacion en Ia
concentracion de las ERO en esas etapas, entonces se espera encontrar cambios
significativ on la nat L Y exp 6n de las isoenzimas de catalasas

existentes an ia célula en crecimiento logaritmico y espora de Baciius cereus.

Puesto que en Saciiius subtiis se ha reportado la exp ion  de dos an
Secius Y dos de ’
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identificar ia posible existentencia de isoenzimas de cstalasa en la célula vegetativa y la

espora de Bscilus cereus.

Definir la localizacién de las isoenzimas de catalasa en la céiula vegetativa y la espora de

Becius cereus.
Comp las i de I} p en la céluia vegetativa y espora de Sacilius
coreus.

C ri D e las i de [ on la esp y on ja

othuie vegetative de Bacitus cereus.
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OBTENCION DE MUESTRAS DE Sacillus cereus.

Las células en etapa logaritmica y las ssporas libres se produjeron a partir de ia cepa
da por Andrecii (1973).

silvestre de Secius isl y
Para lograr el to de las ias en el laboratorio se utikzéd e medio G
(fermentable) descrito por Hanson (1983) y con e p ito de I of de ia
on de levadura y fosfatos. Los

masa celular se aumentéd af dobie ia cor
componentes del! medio fusron:

0.2% de extracto de levadura
0.2% de sacarosa

0.2% de (NH, ),50,

0.1% de K; HPO,

0.02% de MgSO,

0.005% de Mn So, 4H;0
0.0025% de CaCi2. 2 H20
0.00058% de FeSO4. 71,0
0.00002% de CoSO4. 7HO
0.0005% de ZnSO4. 7HO



Los cultivos se hicieron en un bicfermeantador construido por el Centro de Instrumentos
de ia UNAM de 25 litros de capacidad. bajo condiciones aercbias, a temperatura de 30°C, con

flujo de aire de 8 a 12 litros por minuto y una agitacién de 250 rpm.

Para sincronizar los cultivos se siguié el método de Collier (1957) que consiste en dejar
crecer el bacilo hasta la etapa logaritmica, de ésta se toma una alicuota y se transfiere a un
matraz con medio G doble. Lo anterior se repitie de 3 a 4 veces, con objeto de seleccionar asi

y al se sincroniza el crecimiento de las

a los organismos que mas rép
células en &l cultivo. Con estas bacterias se indcula el 4% del volumen total del fermentador.

Durante el crecimiento bacteriano se midieron: {a turbidez a 540 nm, e pH de! medio y

io & de de fases.

se observaron al micr

La fase logaritmica se obtuvo & ias 2 horas de haber inocuiado ef biofermentador. La
c o 00 88 regietrd e pH que en este caso fue 8.3. El

eatapa b E ]
comienzo de la esporulacién (fase t0) se considerd a los 30 minutos después de que el cultivo

alcanzé ol pH minimo y se cosscharon céiuias en Ia fase t3 del proceso de esporulacidn (3

horas después) y esporas (20 horas después) . En los cuatro casns se obtuvieron 2 litros de

muestra.

Para concentrar ias muestras se centrifugaron en una centrifugas Beckman, en un rotor

J2-21 a 5.000 rpm durante 10 minutos, se lavaron con agua destilada 3 veces y se almacenaron

en congelacion.
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RUPTURA DE LAS CELULAS

é segun ia etapa en la que se encontraba Ia

Las células se r p Y por dos T
célula. E! primero se utilizé para bacterias en fass vegetative o que se encuentran en las

primeras etapas de esporulacién, esta técnica consta de un pr de presion, en el

cual las bacterias se someten a presiones eievadas (30,000 Iblpulgadaz) e inmediatamente

después se pasan a presién atmosférica. esto se logra por medio del fraccionador de células

El segundo método resulta afectivo para romper esporas libres, se realiza por medio del

e de balistica pr do al licuarse |as esporas con perias de vidrio de 150 a 212 um de

diametro. Para esto se dieron pulsos de licuado de 30 segundos por 2 minutos de descanso
hasta compietar 10 ciclos. Con & uso de i0s aditamentos de la licuadora “Bead Beater” se pudo

mantener el sistama a 4°C.

En ambos casos las esporas se suspendieron en amortiguador TCM (50 mM tris, 5§ mM
CacClz, 5 mM MgCly) vy se les agregd 15 ug/mi de PMSF (fluoruro de fenilimetilsuifonil) para

avitar el ef de las p Para eliminar la vi i de las m as, prov por la
pressncia de grandes Car o de 4aci nuciei se afiadi® unos granuios de
irribor par (DNA-100 Sigma Chemical Co).

Se centrifugé a 166,000 g en una Ultracentrifuga Beckman {.-60 y se recuperd el

sobrenadante libre de membranas en el cual se encontraba la fuente de las catalasas.
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CANTIDAD DE PROTEINA

La concentracién totat de proteina de las muestras se determind como lo deacribe Lowry
et al (1951) y modificado como lo reporta Markwell et a/ (1981), el cual tiene una sensibilidad

de deteccidn de 0.005 a 0.02 mg de proteina.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA CATALASA

El método usado pera conocer ia d de ia fue el descrito por Rorth y

Jansen en 1967 y consistié en ar la idad de produccidn del oxigeno moilecular a

partir perdxido de hidrogeno. Esto se logré con un oxigrafo Yelow Spring Modelo 57, conectado

a un electrodo de Clark do en una ci de 3 ml de o y mar a una
temperatura de 30 °C, El electrodo de Clark es & la concer (% de ) de
O, disusito.

Los ensayos que permitieron = di ion det! p se lievaron a cabo”

adicionsndo a la cédmara lo siguients:

1) 3 mi de amor dor de ft 0.1 My pH 7.0, pr e burby con nitrégenc

con & fin de di )it O mas ble ia d de Qgeno p enla

2) Un volomen de ia muestra a analizar (10 a 100 ui! segun el caso).

3) H;0: a una concentracion final en la cAmara de 0.30 mM.
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La actividad especifica de |a catalasa fue definida como la cantidad de nanoatomos
gramo de

oxigeno (natgO;) que fuaron producidos en un minuto por cada miligramo de protelna a 30 °C.

ELECTROFORESIS DE MUESTRAS NATIVAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

Se hicieron geles nativos continuos a pH 8.1 segun el método descrito por Davis (1964)

y modificado por MHedrick y Smith (1968). En una cé a para ek { marca Hoeffer de
8 cm de ancho por 7 de alto.

El gel inferior o de separacion se prepard a una concentracion final de poliscrilamida de
8.5 % y el superior o concentrador, a 4.5%. Los geles fueron polimerizados a partir de una
solucién de scrilamida al 30% y bis-acrilamida al 0.8%, amortiguador Tris 1.5 M, pH 8.1, a una
concentracion final, en ambos casos, de 0.35 M y agua destilada necesaria hasta alcanzar las
concentraciones adecuadss.

Para ia p ion de la da se agregaron 75 ul de persuifato de
amonio al 10 % y 10 ul de TEMED. El amortiguador que se pusc en la camara para el
corrimiento estaba compuesto por TRIS 0.025 M y glicina 0.192M apH 8.5 .

Las muestras por analizar se diluyeron 1:1 con la siguiente soiucson: 10% de glicarol,

amortiguador Tris 1.5 M pH 8.1 y 2.9 uM de azul de bromofenocl con el fin de aumentar su
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dor de la camara, asi como para marcar el

densidad y evitar que se diluy T en el amorti

frente del corrimiento.

€l campo eléctrico que se generd en ilas electroforesis fue a partir de una corriente
constante de 3 miliamperios por centimetros de longitud del gel ( 21 a 25 miliamperios) por 3.5

horas.

tLos geles fueron analizados con dos fines distintos: el primero para observar la
prasencia de iscenzimas de la catalasa en las distintas muestras y sf segundo para visualizar

iss proteinas presentes.

Pars las pruabas on las que se Wiizd amortiguador de fosf las itr
para of gel superior fueron de 0.75 M, para el inferior 0.217 M y para el amortiguador de corrida
0.217 M a pH 8.1. Para las electroforesis corfridas con borato, se utiizaron las miamas

y que pars las de fosfatos.

Para las electroforesis con los tres g uadk utiize se probd
precorreras por 12 hores a 10 milemperios a -4°C, para evitar culequier variable que pudiera
producic e persulfato de amonio. Precorrer consiste en dejar el gel corriendo a commiente muy

baja antes de aftadir ias proteinas.
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DETERMINACION DE ISOENZIMAS DE CATALASA POR MEDIO DE ZIMOGRAMAS.

Para obtener la actividad de las isoenzimas de catalasa se sigui6 |a técnica descrita por
Harris y Hopkinson (1976) modificado por Chary y Natving (1989). que consiste en la formacién

de bandas incoloras en un fondo azul obscuro relacionadas con la actividad de catalasa.

Ya extraido ef ge! de la camara de electroforesis se enjusgéd con agua destilada y se
dejd incubando 15 minutos en una solucién 30 uM de H:0;, a temperatura ambiente. Por otra
parte, al e prep on dos soluciones; una con ferricianuro de potasio y otra con

cloruro férrico; ambas de 1 gramo en S0 mi de agua destilada. Después se enjuagd el gel una

vaz con agua destiiada y se le ) ias dos sok anteriores p! r

El ferricianuro de potasic y e cloruro férmico precipitan en presencia del peréxido de
hidrégeno que tite de azul of fondo det gel. En las zonas donde no existia H,O;, debido a Ia
accion de ia catalasa, no hubo precipitacién y las bandas quedaron incoloras. Asi cads banda
incolora meanifiests s presencia de actividad de catalasa y cuando hay mdés de una banda, Ia

presencis p e de

Una vez obtenido el contraste deseado, la tincién se detuvo con una solucion de acido

acético 10% y metanot sl 30%, para evitar la precipitacion del colorante.



OBTENCION DE LA CATALASA DE LOS TEGUMENTOS DE LA ESPORA.

Las esporas se obtuvieron a partir de un cultivé de 5 litros de células, se centrifugaron a
9,000 rpm por 10 minutos para sedimentar ias esporas; se lavaron 5 veces con agua destilada
y se resuspendieron en amortiguador TCM. Posteriormente fueron tratadas con varios tipos de
detergentes como: AOT (dioctil sulfosuccinato) al 2%, tritdn at 2%, 0.5% SOS (Dodecil sulfato
de sodio), 2% CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio), colato de sodio al 2% y una sal

billar, peryodato de sodio al 2%. R

Para ia obtencidn de la catalasa de ios tegumentos, se probaron 3 técnicas: En la

primera se prepararon 5 gramos de esporas en 10 mi de la solucién con amortiguador TCM con

1% del agente perturbador de membrana (detergente o sal biliar que af a las -
calulares) y se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos. El segundo métaodo usado fue por
La de esporas se suspendisron en amortiguador y en los mismos

agentes perturb de al 1%, se Y 8N un sor Fisher Scientific 550 a

10 de potencia por 30, 60, 90, 120 y 150 segundos y se cenfrifugaron en una centrifuga clinica.

El! tercer método consistié en poner & misma cantidad de esporas en las mismas

' pero se ag durants una hora, a temperatura ambiente y se centrifugaron en

una centrifuga clinica.

En los tres casos al sobrenadants se le midid actividad especifica y se corrié en

elactroforesis.
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INHIBICION DE LA CATALASA CON CIANURO DE POTASIO Y AZIDA DE SODIO

La caracterizacion con cianuro de potasio y azida de sodio se realizé determinando fa

ividad de la k a partir de ta produccidn de oxigenc segun el método de Rorth y
Jansen 1967. Se usaron como inhibidores, ya fuera cianuro de potasié a 0, 0.5, 5, 10, S0 y 200

H“M 6 azida de sodic a 0, 0.1, 0.5, 1 y 10 uM concentracion final en amortiguador de fosfatos. La

' a cada conce! ion del inhibidor, se caiculd a partir de la actividad resuitante

comparada con un control sin inhibidor.

OETERMINACION DE LA Km DE LAS ISOENZIMAS DE CATALASA.

La Km se determiné con la misma técnica mencionada an la obtencién de la actividad
especifica de la catalasa con las siguients modificacion; se midié la actividad a distintas

es de p de hidrégeno 1, 2, 4, 8, 10, 15, 20, 25, 30. 35 y 40 mM. Los
rasuitados se p 1 en &l prog: a de i6n de regresiones no lineales "Enzfiter™

Y por regresion lineal.
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TERMORRESISTENCIA DE LAS ISOENZIMAS DE LA CATALASA

La termorresistencia se determind por la actividad espaecifica de la catalasa por

oximetria, después de someter la p i6n de a tratamientos de calor a 60°C, a
intervaios de 0O a 10 minutos. La inactivacion resultante se calculd de la misma manera que se

hizo con {a inhibicién con cianuro de potasio o azida de sodio.

OBTENCION DEL PESO MOLECULAR

El peso molecular aparente fue obtenido por cromatografia, se usé una columna de
filtracion molecular de 1m de largo por 0.8 cm de diametro, que contenia Ultrogel-ACA 34, con
un intervalo de separacion para moléculas de 20 kDa a 350 kDa, equilibrada con amortiguador
de fosfatos 0.1 M pH 4. La elucién fus montada en un espectrofotdmetro Uvicord de flujo
continuo, con un fitro de 277 nm. Se calibrd para peso moiecular con azul de dextrano
(2,000,000 kDa), citocromo ¢ (12 kDa), ovoatbumina (45 kDa) catalasa bovina (240 kDa) y

ferritina (443 kDa). Todo el proceso se llevoacaboa 4 °c.

Para la determinacién dei peso ilar, los re se pr v de acuerdo a la
siguiente fomula: Kav = V, -V, / V, -V, donde V, es igual al volimen de elucion de la muestra,

Vo @8 el volumen de elucion del azul de dextrano y V, es el volumen total de la columna (nr?n).
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El valor de Kav se graficé contra el logaritmo del peso molécular de cada una de las
proteinas usadas en la calibracién. A partir de la curva se caiculé la regresion lineal y asi se

determind al peso molecular de las iscenzimas.

Las fracciones obtenidas por este método se sometieron a la prueba de actividad
especifica de catalasa por el método de Rorth y Jansen (1967). Para el zimogramas se

utilizé la técnica de Chary y Natving (1989).



BESULTADOS

Para identificar el niimero de iscenzimas presentes en Bacifius cereus se hicieron

cultivos de las fases inicial, media y final del ciclo de vida. Asi, se cosecharon células en

ito (3 horas posteriores de la inoculacidn); células en tO y t3 de

lacié libres obtenidas al cabo de 18 horas de inoculado el medio, las etapas

®spo: 'y osp

se determinaron a partir de la cinética de crecimiento del cultivo (fig 12).

8 9 Tos
+ 0.4
7.5 1
L [ J
a b 0.3 g
7]
402
6.5 4
4 0.1
] v v ~— v v o
o 2 a 4 e
Tiempo (horas)
Pl 12. Ciné e o de SaciNus cersus en medio G doble, a 30 °C,

gura
agitado a 250 rpm, con flujo 8 litros de aire por minuto.
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Los tras extractos obtenidos se corrieron en electroforesis y se revelaron para hacer

Se on dos isoenzimas de catalasa, la banda con mayor movilidad

evidente la
electroforética se prasentd en los extractos de células logaritmicas t0 y t3, y se denomind Cat-1.

En las esporas se observé una segunda banda a la que se le lamdé Cat-2 (fig 13). Esta
nomenciatura se hizo de acuerdo a la utilizada por Loewen y Switala (1988), para las catalasas

de Bacilius subtilis.

Figura 13. Zimog de las presentes en diferentes etapas del ciclo de vida
de Baciius La m fueron preparadas a partir de céiulas cosechadas en las
ap carril 1- iento logar carril 2-t0, carril 3-t3 de esporulacién y carril

4-esporas libres.

Con base en estos primeros rest sS@ pr didé a con mas detalle a las
catalasas presentes en la etapa inicial y terminal del proceso de diferenciacién celular, que
cofresponden a la célula yla P libre r ite, en donde fue evidente
una expresion diferencial de las isoer de (fig 13).

PESO MOLECULAR DE Cat-1 Y Cat-2 DE Saciius cereus.

Para caracterizar las isoenzimas de catalasa de Bacilius cereus, se determiné el peso
molecular de ambas proteinas. Para ésto se utilizé una columna ACA-34 la cual fue

previamente calibrada con proteinas de peso molecular conocido; asi, se midié el volimen de
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elucion para cada una de las siguientes proteinas: citocromo ¢ de cabailo, ovoalbumina,

catalasa bovina, y ferritina (tabla 2 y fig 14).

Posteriormente se aplicé 1.5 ml del extracto de células en crecimiento logaritmico
{diluido 1:2 con amortiguador), con el fin de obtener el paso molecular de Cat-1.

Una de cada 10 fraccciones colectadas fueron analizadas para medir la actividad de la
catalasa. Cuando se detectd actividad en una fraccion;. se midié también con detalle la actividad

de las mas pr La curva de f relativa y los g se presenta en
ias figuras 15,16, 17y 18.

€l volumen de elucion de la catalasa se consideré como el volumen de la fraccion que

contenia la mayor actividad de esta enzima. El andlisis zi grdfico ( 1 en gl do
poliacrilamida) se inicié con las W8S qQUe cor 1 el pico de la actividad eluida a partir

de fa columna (fig 15). Se tomaron alicuotas de las siguientes fracciones: 210 mil, 212 ml, 214
mi, 218 ml y 220 ml. Los zimogramas obtenidos para cada fraccién se pueden observar en la
figura 16y 18.

Los datos obtenidos de ia fil ] i sllar se p on de acuedo a la férmula

enelr ym en la pagina 49, se obtuvo el logaritmo del peso molecular

contra et voliimen de elucidén (Kav) de cada una de las muestras, esta relacion se graficé y dio
como resuitado una linea recta (fig 17).

Como se ve en la figura 19 solo se presents una banda de actividad, correspondients a
Cat-1, en todas las fraccciones que se analizaron.
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Tabia 2. Caracteristicas de elucion de las proteinas usadas para fa calibracién de la
columna ACA-34.

Log PW * Kav Peso
molscular
4 00 0,83 12 384
4.65 0,62 45 000
38 0,38 240 000
64 0,31 443 000
48 0,33 *307 000
A8 0,34 *307 000
Kav es igual a ia diferencia entre el vokimen de elucion de 1a muestra y la de el azul de

dextrano entre la diferencia del volumen de elucién del azul de dextrano y de la columna.
Py

Peso mojecular estimado a partir de la g que se p 1ta en fa figura 17.
o9 "’ Checromo c
o8 1 .
0.7 +
0.6 - L
0.5 +
Kav Catainss
0.4 + o« bovina
oal Cat-1 ay
Cat-1 y Cot-2 Ferritine|
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Figura 14. Calibracién de 'a columna ACA-34 en la que se detemind el peso
malecular aparente de las isoenzimas de catalasa de Sacillus cereus. Eil peso de Cat-1 y Cat-
2, s® obtuvo a partir de los volimenes de elucién de la actividad de catalasa prasente en
eaxtractos de células y de esp libras r

ente. &
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Al observar ia grdfica de elucién del extracto de las esporas (fig 17), se distingue un pico

asimétrico, lo que hace suponer que la Cat-1 y ia Cat-2 se habl/an posib una
de ias catalasas se encontraba entre las fracciones 208 miy 216 mi! y que la otra estaria entre
ios 212 mi y 228 m! aproximadamente, entonces se on los g de ias fi es
desde 212 ml hasta 222 ml para tratar de vist alas [ ] tes.

(fig 18), se puede ver que no parece

En el zi de ias fi es ar

haber diferencia en el contenido de las bandas de actividad presentes para la Cat-2; se

esparaba encontrar en las primeras fracciones solo una banda, posiblemente la Cat-2 por su
se pl 2

menor migracion y en las finales la Cat-1 como unica banda. Sin 9
bandas en todas las fracciones con la misma intensidad. Este resultado sugiere que la Cat-1 y

la Cat-2 tienen un peso molecular cercano y por io tanto eluyen juntas.

ivo, el b de

De acuerdo a la filtracion molecular para la Cat-1 del o
elucién fue de 216 mi y para las isoenzimas de la espora libre la Cat-1 y la Cat-2 de 218 m\, lo

qQue correspondié a una Kav de 33 y 34 respectivamente (tabla 1).

i de la de Bacilus se AP on
., con base en lo anterior se obtuvo un peso molecular

Las Kav obtenidas de las

en la curva de cali 1 de la ct
aparente de 307 kDa tanto para la Cat-1 como para la Cat-2 (fig 14).
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EXTRACCION Y LOCALIZACION DE Cst-2 DE LA ESPORA DE Bacilius cereus.

El do la | 1 sub de las isoer de ¢ en la espora
latente, se Havo a cabo de la siguiente manera: como una primera accién, el exosporio se
oliminé mediante un tratamiento con 1% de SDS para evitar la interferencia producida por tas
proteinas. P te se romp las y se obtuvo el sobrenadante.

Se realizé o zimograma de estos extractos de esporas tratadas con SDS y se observé

una banda, que coincidié con la de menor migracion identificada como la Cat-2 (fig 19).

Entonces se penso qt;e posiblemente la Cat-1 se encontraba en el exosporio y por lo
tanto, habia sido eliminada por la accién del detergente y que la Cat-2 se localizaba en e
citoplasma. Seffa facil caracterizar a la Cat-2 de la espora dado que et tratamiento con
detergents permitié obtener una preparacion de la Cat-2 libre de la interferencia de la actividad
de Cat-1. Asi que ya se contaba con una técnica adecuada para aislar la Cat-2 de la esp;:m.

Sin embargo, el mayor problema resulto ser la actividad baja de Cat-2 de la espora. Los
extractos obtenidos no contenian la suficiente actividad para su deteccién durante la

en la col a de filtracién molecular. Asi que no fue posible, después de varios

intentos localizar la actividad de Cat-2 en las fracciones ejuidas de la columna. Se decidié

desistir y tomar como buenos los resultados obtenidos para las mu de las no

-trlhdu con detergente que contenian Cat-1 y Cat-2 donde se determiné un peso de 307 kDa.

Para definir l1a localizacion de la Cat-1 en la espora, se realizaron una serie de ensayos

Que en seguida se describen:



EXTRACCION DE Cat-1 DE LA ESPORA LIBRE DE 8acillus cersus.

El pro!ocolé para la obtencion de la Cat-1 de los tegumentos incluyd diversos agentes
perturbadores de membrana como SDS, AOT, Trtén, CTAB, colato de sodio, peryodato de
sodio, a una concentracién de! 1% en amortiguador TCM; a los que se agregaron las esporas
compietas. Cada muestra se centrifugd a 12,000 rpm por 10 minutos. Al sobrenadante se le

6 la actividad pecifica de la catalasa. La prueba resulté ser positiva para las
muestras que habian sido sometidas a el tritén X-100, el colato de sodio y el peryodato de

sodio.

Posteriormente para tratar de mejorar el rendimiento en la extraccién de la enzima se
sonicaron las esporas por 1 minuto en presencia de los mismos agentes perturbadores de
membrana utilizados en el ensayo anterior y a ios extractos resultantes se les midié la actividad
especifica, que en todos los casos dié positiva. Estas muestras se corrieron en una
electroforesis, en el zimograma fueron evidentes en todos los casos el mismo patrén: varias

bandas en cada caril, resuitado de la ruptura de las esporas.

Para ar si la sor 1 provocaba la disociacién de las proteinas y por lo tanto
' en amortiguador

el bandeo muiitiple en el zimograma, las esporas se ieron a sor
TCM, durante 30 segundos, 1, 1.5, 2, 2.5, y 3 minutos. Se les midié actividad especffica y se
corrieron en elactroforesis, en ias que aparecieron el mismo nimero de bandas colocadas en

forma similar (fig 19).
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Figura 19. Zimograma de algunos tratamientos para obtener la catalasa de tegumentos
y Cat-2 do Bacilius cereus. carril 1- Cat-1 de tegumentos de la espora, se extrajo con Tritén X-
100 y agitacién por una hora; carril 2- esporas con amortiguador sonicadas por 30 segundos,
se puede ver el bandeo miiltiple de la proteina producida por sonicacién;carril 3-esporas con
amortiguador agitadas por 1 hora; carril 4-Cat-2, se extrajo de esporas rotas previamente
tratadas con SDS; carril 5-la Cat-1 se obtuvo del extracto de célutas en crecimiento logaritmico.

La actividad especifica de la catalasa aumento hasta los 3 minutos, a partir de los

cuales se estabilizé (fig 20). Los zimog de los de las esporas sonicadas

presentaron también una gran cantidad de bandas (fig 19).
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Flgurl 20. Actlvldad especifica de los extractos obtenidos a partir de esporas libres
>r TCM a diversos tiempos.
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Por 1o tanto se concluy6 que el bandeo muitiple en el zimograma fué resultado de la
fuptura de las esporas Yy la liberacion de la Cat-1 y la Cat-2 por la sonicacion, sumado a la

wo.

di jacién c: da por el >

Puesto que con los ensayos anteriores la Cat-teg no se obtenia aislada y compieta,
entonces se decidio tratar a las esporas completas con agitacién en presencia de los mismos
a durante una hora, y se concentraron en la centrifuga
para por ¢ ia, las
se corrieron en electroforesis. Este

agentes pertt os de
clinica. A ios sobrenadantes se les determiné
ctividad de

muestras en las que se obtuvo y
protocolo se repitié dos \/ecas. Los resultados se pueden ver en la figura 21.
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Figura 21. A d de ol en el solubilizado de tegumentos. Los
extractos se obtuvieron i do P en una solucién al 1% del agente
de on por una hora a temperatura ambiente.
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El resutado para cada ito fue el siguiente. Con 1% de SDS no se obtuvo

parala ni por ria ni en zimog asf que pc nente la enzima se
desnaturaliza. Con 1% de AOT, 1% de colato de sodio y 1% de peryodato de sodio se recuperd

ta may vidad de la pero en las on varias bandas, artificio

por o o con el gente pues produjo una ri desr én de 1a
proteina.

Las esporas sometidas a 1% de CTAB y el control con amortiguador TCM no

presantaron thvick para (tig 20). Los extractos tratados con Trito6n X-100
presentaron actividad con valores i para ia c y en el 2i se obtuvo una

sola banda con migracion semejante a Cat-1; este detergente nc produjo modificaciones

en el g . Por lo tanto el Tritén X-100 fue el que produjo el rendimiento ptimo
on la extraccién decat-teg.

Los diferentes ensayos fos demt 1 que fa accién del detergente es

suficiente para provocar el P 1to de la contenida en los tegumentos de la

espora, y comao es evidente en el control, la agitacién no produce la liberacién de la catalasa de

ias esp pues inct en las mismas condiciones con amaortiguador, no la liberaron ai
medio (fig 20).

Como resultado de los ensayos descritos para la extraccién de la Cat-t se pudo
confirmar la existencia de una catalasa en los tegumentos de la espora. Al considerar que el
Tritén X-100 segun Black y Gerhardt (1962), no afecta ni la corteza ni la cubierta de la espora

se puede determinar que la Cat-teg se encuentra ubicad: 0] ite an o exosporio.

Por la localizacién de la Cat-1 en uno de los tegumentos de la espora, y por la varacion

enla v é que presenta, ya que es diferente a la Cat-1 de la célula
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vegetativa: hasta este momento no se contaba con los datos de caracterizacién cinética para
definir si comesponde o no Cat-1. Para que no hubiera confusién entre la Cat-1 encontrada en

ia céiula logaritmica y la de l1a espora, a esta ultima se denominé Cat-teg por su ubicacién.

ZIMOGRAMAS DE CATALASA.

1 2 3 4 S

Cat-2
Cat1

Figura 22. Zimograma de las iscenzimas de catalasa de Sacilius cereus realizado con

trls-gllcln- pH 8.1. carril 1-catalasa bovina; camil 2-Cat-1, se obtuvo del extracto de células en

o logar ; carmril 3-Cat-2 y Cat-teg, son rosunado de el extracto de esporas no

tratadas; c-ml 4-Cal-teg se ve a partir del exosporio de esporas extraido con tritén X-100 y

carril 5-Cat-2 de de con SDS. Las cantidades de proteina fueron

distintas en cada carril, pues se buscaba que fueran evidentes las bandas. Las cuatro muestras
de catalasa que aparecen son las que se usaron en los ensayos enzimaticos.

Al observar los 2z as d para la llamoé la atencion que la

movilidad de las iscenzimas de catalasa de Bacillus cereus, fue mayor que la de la catalasa
bovina (fig 22), siendo que el peso molecular aparente de las isoenzimas de catalasa de

Bacillus cersus es mayor (307 kDa) que el de la catalasa bovina (240 kDa), por lo que deberia
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migrar mas lento. Esto se explica debido a que la migracién electroforética de las proteinas en
un gel nativo se ve afectada también por factores como el pH y la carga total de las mismas y

no unicamente por el peso molecular.

Este mi 1 de la gracion pero en Bacilius subtilis io observaron Loewen y
(1987); prop N que la causa podria ser el amortiguador de Tris-glicina en la que se
corrieron las f is, el cual ba disc én de la enzima de la bacteria en dimeros.

Para tratar de contrarrestar este efecto se hicieron variantes en el amortiguador, conservando

o mi pH para ar si ésta e erala de la mig T MAs rap de las

catalasas de Daci/lius cereus.

Se utilizé amor de fosf y borato 0.217 M pH 8.1. Se hicieron dos geles para
cada amortiguador uno se precorrié a 10 millamperios durante 12 horas, para ver si el efecto se
debia al persulfato de amonio y el control no se precorrié. La movilidad en todos los casos
siguié siendo la misma. La catalasa bovina migrné mas lento que las de BSacillus cereus (fig 23),
sin embargo el tamafio de ias bandas fue menor y no se separaron las iscenzimas en el caso
en el que hubieran dos (figura 23. 3). Asi que las electroforesis con Tris-glicina, las enzimas
migraron mejor, las bandas fueron mas claras y si se separaban las iscenzimas (fig 22).

raunza. Zlmgz'a.m‘ mliz-doconantoﬂ& borlopHa.i.c. | 1-catalasa
Bovina, carril 2- Cat-1, 3-Catl y Cat-2, carril 4 t-l.g S-Cat-2. Se precomnio 12 horas a 10
antes de r las onzlngs Se usaron ias mismas des de

tiempo e intensidad quo%no-gﬂdm omparar con ia figura 22.
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CARACTERIZACION DE LAS ISOENZWAS DE CATALASA DE Bacilius cereus.

Como siguiente etapa en el proyecto de investigacion, se diseflaron una serie de
ensayos enzimadticos con el fin de conocer las diferencias entre Cat-1, Cat-teg y Cat-2.

Se obty Y las de Cat-teg a partir de extractos de esporas incubadas con

1% de Tritén X-100 agitadas por una hora; Cat-1 se obtuvo de! extracto de bacterdas en
crecimiento logaritmico rotas en la RIBI; y Cat-2 de esporas tratadas con SDS al 1% rotas en

la licuadora con peras de vidrio. A todas las mu se les on las siguientes pruebas:

La actividad medida por oximetria para las iscenzimas se presentan en la figura 24, las
cifras encontradas para cada uno de los casos fueron expresadas en natg de Oy mg
proteina/minuto: para Cat-1 4,000; en Cat-2 1,575; para Cat-1 y Cat-2 juntas 36,654 y Cat-teg
8,171,

40000
35000

NN W
8828
888

UISUI
o o
008
00

Actividad especifica
(nat Oy/min /mg proteina)

o

IR

Muestra

Pigura 24. Actividad especifica de las isoenzimas de catalasa en la célula vegetativa y 1a

upom eomplou de Secilius cereus. Cat-1 se obtuvo de células en etapa logaritmica, Cat-2

libres con 1% de SDS antes de rompertas; Cat-teg fue

enmldn del oxotpoﬂo con Tritén X-100; Cat-teg y Cat-2 juntas a partir de esporas sin tratar
rotas, y esporas sonicadas en amortiguador TCM .
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TERM(.)RRISISTINCIA DE LAS ISOENZIMAS DE CATALASA DE Bacillus cersus.

Para establecer los pardmetros de la termorresistencia se utiiizaron muestras de
extractos de esporas completas que contenian Cat-1 y Cat-2, se sometieron a 25, 50, 60 y 70
‘c por 5 minutos y se registré una ir i6n de 0, 27, 36 y 96%, respectivamente.

De acuerdo con estos resultados en extractos que tenian Catteg y Cat-2, se decidié
hacer todos los ensayos incubando las muestras a 60 °C durante 1.5, 3, S y 10 minutos. Se

usaron en este caso, igual que para todos los e y @ & que contenian
Cat-1 obtenido de esporas en crecimiento logarimico; Cat-2 de ¢ de D
con SDS para ol rio y Cat-teg de P con tritén X-100.

Como se musstra en la grdfica 25 Ia termormresistencia de la Cat-2 fuse mayor que ia de
Cat-1 y Cat-tag. A 60 "C por 3 minutos Ia primera se inhibe 20% mientras Que las otras se

inactivan cerca del 80%.

100
© Cat-2
z 20
70
i - =
s0 —ly—
40 % Cat-teg
g 21 cater
2}
10 h
o
o 2 - [ ] a 10
Tiempe (mirutes) a 88 °C
de las de de Sacilius cereus.

Figura 28. T
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Km y Vmax APARENTES DE LAS ISOENZMAS DE CATALASA DE Sacl/llus cereus.

La Vmax y la Km de las isoenzimas de catalasa de Baciflus cereus se obtuvieron de

acuerdo con el método de saturacion por el sustrato. La es una er , CON una alta

dad de que le impi llegar a la saturacién, por o que no presenta una cinética
Michaeliana, es decir saturable; por lo tanto la Vmax y la Km que se reportan son aparesntes.

Los datos obtenidos por oxi se pr N en el prog de i6n Enzfiter y se
obtuvieron los siguientes resultados (fig 26).

Enzima Vmax aparente Km aparente
Cat-1 1982 mM/minuto 61mM
Cat-teg 953 mM/minuto 87mM
Cat-2 1212mM/minuto 35mM
Ceot-tog
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obtuvieron en el programa




INHIBICION CON CIANURO DE POTASIO DE LAS ISOENZIMAS DE CATALASA DE
Bacillus cersus.

ria, este mé consiste en

La inhibicidn por cianuro de potasio se determiné por oxi:
medir la produccién de O. como resuitado de! aumento de la concentracion del veneno. Las
curvas obtenidas se muestran en la figura 31. La inhibicién con 10 uM de cianuro de potasio fue
de 77% para Cat-1 y del 50% para Cat-2; por lo tanto Cat-2 es mas resistente a la inhibicién
por cianuro. Se puede notar que en la curva resultante de tipo logarftmico, es evidente una

inhibicién de primer orden.

Activided sspaciica (%)
o3 888883883
‘8

] 10 20 30 40 80
[IKCNuM
27. Inhibicién con cianuro de p de las isoer de de Bacillus

oereus, determminada por oximetria.



INFHIBICION POR AZIDA DE SODIO DE LAS ISOENZIMAS DE CATALASA DE
Baclius cereus.

La inhibicion por azida de sodio también se determiné por fa. La ca
registrada es de tipo logaritmico, de primer orden. A una concentracién de 1 uM de azida de
sodio la Cat-1 sp inhibié un 85%, la Cat-teg 82% y la Cat-2 72% (fig 28).

g

& Cnt-teg

Actividad eepacifics (%)
38888388
[

[ ]

g

o B
-

] 0.2 o4 os -X ] 1
(] Azide uM

Flﬁn 28. Impl‘l:'ldén por.nzlda de sodio de las isoenzimas de catalasa de Sscillus

Los resultados obtenidos de la camcterizacion de las isoenzimas de catalasa de

Sacilue (tabla 3) p ' deducir que Cat-teg y Cat-1 p ser ia
misma enzima. La diferencia en ia movilidad de ambas se pusde explicar por sfecto de las
maodificaciones de Cat-teg producidas como resultado de calor, protedlisis y pH a los

que se ven exp s las
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Asf que en este trabajo se asumird que la Cat-1 y la Cat-teg corresponden a la misma

isoenzima, de tal manera que al hacer referencia a Cat-teg se denominara como la Cat-1 de la

espora.
Tabla 3. Caracterizacién bioquimica de las iscenzimas de catalasa presentes en
cereus. .
Caracterietica
Cat-1 Cat-teg Cat-2
Citoplasma de
Localizecién a célula on Exosporio de Citoptasma de
cmm" o espora espora
logaritmico
Actividad
nansdtomos deO' 4000 6161 1575
frmk g de p
Vmax aparents
midminuto 1982 953 1212
Peso molecuiar
aparents kDe 307 307 307
Km aparente mit 61 67 35
inhibleién con clanurc
de potasio 10 uM (%) 77 no determinada 50
con azida de
0dio 1.0 uht (%) a5 82 72
Termoresistencia
insciivacién después de 78 82 23
3 minutos a 80°C (%)
Extwraccion Ruptura con RIBI Trit6n SDS y ruptura
con pe
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DISCUSION

En el ciclo de vida de Bacilius ceresus se ha observado una expresién diferencial de
dos isoenzimas de |a catalasa durante el proceso de diferenciacién celular, este fenémeno

también se presenta en organismos como e (Lied y Hansberg, 1996),

Bacilius subtilis, (Loewen y Switala, 1987), Escherichia coll (Hengge-Aronis, 1993), y
Aspergillus nidulans (Navarro et al, 1986).

Los resultados hasta ahora descritos para Bacillus cereus, coinciden con lo reportado

para Sacillus subtilis por Loewen y Switala (1987°). Se d on dos durante el
ciclo de vida: una presente en la célula en crecimiento logaritmico la Cat-1 y otra en la espora la

Cat-2 (fig 22).

EXPRESION DE LAS 1SOENZIMAS DE CATALASA DURANTE EL CICLO DE VIDA

DE Bacilius cereus.

Durante la germinacion de las esporas de Sacilius cereus, se detecta aumento en Ia
actividad de la catalasa, a 10s 10 y 40 minutos del inicio de este proceso y en los zimogramas
se identifican una serie de bandas (Michan,1996). En la siguiente etapa, la de crecimiento
logaritmico, los extractos presentan actividad especifica de catalasa constante, actividad que se
puede atribuir a Cat-1, pues en los zimogramas ya no aparece la banda que corresponde a Cat-

2 (fig 22).

La tercera etapa en la vida de la ia, es la aria, que se genera por la
privacidn de los nutrientes que produce Ia disminucion del poder reductor y el aumento en ia

concentracién intracelular de las ERQ. se detiens el crecimiento y la rep iccion celular. Las
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bacterias en esta fase contrarrestan los efectos del estado hiperoxidante, mediante la
regulacion de los mecanismos antioxidantes, uno de los cuales es la induccién de la actividad
de enzimas como la catalasa (Hansberg y Aguirre, 1990); éste es el segundo incremento en la

ctividad de la durante el ciclo de vida de Baciflus cereus (Michan, 1996). Esta

respuesta se ha encontrado también en otros organismos como: Bacillus subtilis (Loewen y

Switala, 1987) y Escherichis coli (Lowen et al, 1986).

Ad as 1 1 y Swital: (1987)°, reportaron que la concentracién elevada del H2O»

generada durante el crecimiento estacionario promueve, in vivo, el incremento de la actividad

de la catalasa como producto de !a sintesis de mas enzima.

El tercer aumento en la actividad de |a catalasa durante el ciclo de vida de! bacilo, tiene

lugar durante la espor 1 P 'ente en los d\ t2 y t3 del proceso. Por lo tanto

se podria suponer que dicho aumento esta relacionado con el incremento en la actividad
respiratoria que genera las ERO (Escamiila y Benito,1980) y con la compartimentalizacion del

esporangio.

Durante la esporulacion de Bacilius cereus, s6lo esta presente la Cat-1 y los niveles de

la actividad especifica de de los se mantiene constante en todo el proceso

(Michan, 1996).

En cuanto a las esporas la tltima etapa del ciclo de vida de Bacillus cereus. presentan

2 iscenzimas Cat-t y Cat-2 (fig 22). La Cat-2 es funcional y esta da en el ci y

la Cat-1 se localiza en los tegumentos de la espora a la que no se le conoce funcidn alguna

todavia.



CARACTERISTICAS DE LAS ISOENZIMAS DE CATALASA DE LA CELULA VEGETATIVA
Y LA ESPORA LIBRE DE Bacillus cereus.

Bacillus cereus presenta en su etapa de crecimiento logaritmico una sola isoenzima de
ia catalasa: Cat-1. Esta proteina se sobreexpresa 3 veces mas en la etapa de crecimiento
estacionario y persiste durante el proceso de esporulacién desde las etapas t1, t2, t3, t4 hasta
las fases terminales de! proceso,. incluyendo a la espora libre. En los zimogramas realizados

con los extractos de estas etapas es evidente una sola banda de actividad (Michan, 1996).

En las esporas libres de Bacillus cereus se detectaron 2 isoenzimas de la catalasa.
Una de mayor movilidad que en un principio se denominé Cat-teg y que coincide por su
posicién, con la banda de Cat-1 de la célula en crecimiento logaritmico. La otra isoenzima que

presenta movilidad electroforética menor y se llamo Cat-2 (fig 22).

Cat-1 de Bacillus cereus parece tener un peso total de 307 kDa (fig 22). Por las
caracteristicas bioquimicas que se pueden ver en la tabla 3 de ia seccién de resultados, esta

enzima es menos resistente a las condiciones extremas que la Cat-2.

La Cat-1 pudiera ser ia responsable del incremento de la actividad de |a catalasa tanto
en la fase estacionaria como en t2 y t3. Esta podria ser una respuesta que se ha desarollado
en e! esporangio y que asegura que el proceso de la esporulacion llegue a su fin; también
protege al esporangio de la elevada cantidad de oxidantes. Esta enzima posiblemente se
sintetiza durante los primeros minutos de la germinacion, cuando Cat-2 deja de estar presente

(Michén, 1996).

La Cat-2 aimacenada en |a espora durante la esporulacion, podria ser necesaria para la
etapa inicial de Ia germinacion. Posiblemente ésta es sustituida por Cat-1, la cual persiste en la
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etapa vegetativa y en las fases finales de la esporulacién, presentandose incluso en la espora

libre (fig 13 y 22).

La Cat-1 estA localizada en los tegumentos, especificamente en el exosporio. Al
comparar las caracteristicas de Cat-1 de la espora y Cat-1 de la célula en crecimiento
logaritmico se encontrd que el peso molecular es de 307 kDa en ambos casos. L.a Km aparente

fue de 61MM y 67mM respectivamente (tabla 3 ).

La termorresistencia de Cat-1 de espora a 60 5%c por § minutos fue de 94% de inhibicion
de la actividad especifica. Bajo las mismas condiciones la de Cat-1 de la cétula en crecimiento

logaritmico fue del 91% (fig 25).

Al tratar ambas catalasas con 1.0 uM de azida de sodio se obtuvo una inhibicién del
85% en Cat-1 y 82%, en Cat-teg (fig 28). Las caracteristicas bioquimicas de ambas isoenzimas
fueron parecidas. Sin embargo una diferencia se presenta cuando se ve la migracion que
muestran las dos proteinas en los zimogramas. En este caso Cat-1 de la espora tiene una

migracién ligeramente mas rapida que Cat-1 de la célula en crecimiento logaritmico (fig 22).

La Cat-1 de la espora, parace no ser funcional, puesto que se | an el rio y
éste tiende a perderse por almacenamiento prolongado o incluso por simple friccion (Hengge-
Aronis 1993). Ademas de que esta iscenzima no presenta resistencia a las condiciones de
estrés a las que normalmente se ve sometida la espora, a diferencia de Cat-2 que si presenta

este tipo de resistencia (tabla 3).

slar ( del ci na del

Si se considera que Cat-1 es una enzima extr g

esporangio) y no funcional; esto representa un caso singular con tal localizacién en bacterias de

acuerdo a los reportes.

i ESTA TESIS N8 DEBE
SALUR Df LA BIBLIOTECA



En |la espora de 8acillus cereus se detectd una iscenzima adicional: la Cat-1 presente
en el exosporio. A pesar de la similitud en el proceso de esporulacién de Bacillus cereus y
Sacillus subtilis; en Bacillus cereus es caracteristico el gran desarrolio que presenta ese
tegumento, a diferencia de otras especies, como Bacillus subtilis en el que esta disminuido y
no se ha encontrado en &l la presencia de alguna catalasa. Con lo anterior se puede entender

@l porque de la localizacion de la Cat-1 en la espora de Bacillus cereus, aunque seria

importante conocer en al p o de for ion del exosporio, en ambas especies, para

una i ién convincente de esta diferencia.

En los geles de electroforesis nativos la migracion de la Cat-2 es mas ienta que la de

Cat-1, aunque el peso mclecular relativo es igual. Esto podria deberse a cambios en la

estructura cuatemaria de la proteina, por efecto de gh 1, pr o por la accion del
oxigeno singuleto (Liedias y Hansberg, 1996). Todos estos procesos pudieran de ailguna forma

provocar un cambio en Ia carga eléctrica de la proteina y repercutir en la migracion (fig 22).

La Cat-2 se inhibe un 50% con 10 uM de KCN y 72% con 1.0 uM de azida de sodio, por
lo tanto es cerca de 15 veces mas resistente a la accién del cianuro de potasio que a la azida

de sodio (fig 8 y tabla 3).

En Sacilfus subtilis como en Bacillus cereus 1a Cat-2 esta p e en &
@s de menor movilidad electroforética y mayor resistencia al calor y efecto de los inhibidores
como el cianuro de potasio y la azida de sodio (tabla 3).

Al ar las bioquil de la Cat-1 y la Cat-2 de la espora se

observé que la termor i wcia fue yor en Cat-2 y los efectos de inhibicion por la azida de
sodio y e! cianuro de potasio fueron mayores en Cat-1. Esto era de esperarse, puesto que la

Cat-2 se encuentra localizada en una estructura de itencia, P ta a



ambientales bruscos, que debe ser capaz de tolerar, en cambio la Cat-1 se presenta en la

célula en crecimiento logaritmico que soporta condiciones de estrés menos drasticas (tabia 3).

COMPARACION ENTRE LA Cat-1 y LA Cat-2 de

Bacilius coreus ¥ CON LA Cat-1 Y LA Cat-2 de Baci/lius subtilis.

Si se comparan las caracteristicas bioquimicas de la Cat-1 y la Cat-2 de Bacillus

cereus, se encuentra que el peso moiecular aparente es de 307 kDa para las dos enzimas.

Entre ef peso [ slar de las t de Sacillus subtilis y Baclllus cereus hay una
notable diferencia, la Cat-1 de Sacillus subtilis pesa 393 kDa, en total y 65 kDa cada
subunidad (Loewen y Switala, 1987 y 1988), mientras que en Bacillus cereus pesa 307 kDa

aproximadamente (tabila 1 y 3).

Si se integran loa datos es posible comprobar que exiaste mayor similitud entre la Cat-1
de Bacilius cereus y |a de Becilius subtilis que entre la Cat-2 de ambas especieas.

En el caso de Bacilius subtilis hay una diferencia significativa entre el peso molecular
de ambas catalasas, mientras que en Bacillus cereus las dos son muy parecidas ( tabla 1 y

3).

Segun Lowen y Switala (1988), el valor de la Km aparente de la Cat-1 de Bacillus
subtilig, es de 40.1mM y de 78 mM para la Cat-2, este resuitado coincide con el que se obtuvo
en este trabajo para Saclilus cereus, en donde la Km de la Cat-1 fue 35 mM y ia de Cat-2
61mM (fig 26).

Los valores de la Km y Vmax de las catalasas de Bacillus cereus que se reportan, no
son un argumento vaiido para definir si Cat-1 y Cat-2, son o no la misma enzima; debido a que
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es una cifra aparente puesto que la catatasa no se satura con sustrato porque presenta un

nimero de recambio muy aito.

La inactivacién de la Cat-1 a 60°C por 5 minutos en Bacifius cereus fue de 94% y para
la Cat -2 de 70%; es decir la Cat-2 es 15% mas termorresistente que la Cat-1 (fig 25). Si se
compara con la termorresistencia de las isoenzimas de catalasa de Bacilius subtilis, parece

ser mas resistente la Cat-1 de Bacillus subtilis ya que se inhibe 100% a 65°C a los 20
6n de las de Sacillus cereus con 10 uM de cianuro

minutos (tabla 1 y 3). La int
de potasio fue de 50% en Cat-1 ¥ 77% sn Cat-2. Asi en Bacillus cereus la Cat-2 fue 50% mas

resistente a cianuro que Cat-1 (fig 27).

En Bacillus subtilis con 100 uM de cianuro de potasio la Cat-1 se inhibi® 50%. Cat-2
con 10 uM de cianuro de potasio tuvo un 50% de inhibicion (Lowen y Switala,1988).

Al comparar la inhibicién por cianuro de io de las I} de B [/ y
Sacilius subtilis, loa resultados para Cat-2 son similares. Sin embargo la Cat-1 de Sacillus

cereus os aproximadamente 7 veces mas resistente al cianurc de potasio que la de Becillus

subtilis (tabla 1 y 3).

Con el mismo tipo de andlisis, pero con 1.0 uM de azida de sodio en Becilius cereus
resulté una inhibicién del 72% de la actividad de la Cat-1 y 85% de la Cat-2. De tal forma que
Cat-2 es 12% mas resistente a azida de sodio que Cat-1, diferencia que no es significativa (fig

28).

En Secifius subtilis |a inhibicion con 2 uM de azida de sodio para |a Cat-1 y con 60uM
para la Cat-2, fue también del 50%. Esto permite concluir que las isoenzimas de catalasa de
Bacillus subtiiis son mas resistentes a la azide de sodio que ias de Sacillus cereus. Tanto



que Ia diferencia entre las Cat-1 es cerca del doble y para las Cat-2 es de mas de 50 veces

(tabla 1 y 3).

De este andlisis comparativo de Ias isoenzimas de catalasa se puede concluir que las
diferencias entre la Cat-1 y la Cat-2 de Sacil/ius cereus., en cuanto al pesoc molecular, la

wcim, & ir  por azida de sodio y cianuro de potasio no son significativas, en

1 con las ites entre las mismas isoenzimas de Bacilius subtilis.

Por otra parte Cat-2 se presenta en el citoplasma de la espora libre. Su funcidn parece
ibk ERO en el inicio de ia germinacién (Hansberg y

contrarrestar los efi de las
Rangel, 1996), producidos durante ios primeros minutos de la transicion de (a latencia a la

ti ion dei v no germinal. Posiblemente Cat-2 sélo esta presente mientras que se

empieza a sintetizar Cat-1.

£n lo que respecta a la Cat-1 de Sacillus cereus, ésta se presenta inicialmente en la
germinacion, permanece durante el crecimiento logaritmico, se sobreexpresa en la fase
estacionaria, actua durante la esporulacién y se encuentra en la espora, hasta que se pierde
junto con el exosporio por fendmenos fisicos o quimicos; esto sugiere que la funcidén de Cat-1

es “estratégica™ pues solo dura algunos minutos.

Las diferancias entre la Cat-1 y la Cat-2 de 8ascillus cereus.; puede tener dos
explicaciones. La primera @s que se trate de la misma proteina (codificada por el mismo gen), y

que Ia otra forma sea producto de una modificacién postraduccional resultado de la oxidacion
dlisis o la gt i6n. Si este fuera el caso, se puede

(Liediss y Hansberg, 1996), la prc
suponer que la Cat-2 es una modificacion de la Cat-1, porque séio es evidente en la espora, en

donde no se lleva a cabo la sintesis de proteinas, ademas su actividad es muy breve durante el

ciclo de vida de ia bacteria.



La segunda explicacion sobre el origen de la Cat-1 y la Cat-2 seria que las dos
' iscenzimas sean sintetizadas por genes distintos como es el caso de la Cat-1 y la Cat-2 de
Bacillus subtilis (Loewen y Switala, 1987), Neurospors crassa (Chary y Nativig, 1889), y
Aspergllus nidulans ( Navarro et al. 1996 ).

La primera suposicion permitiria isfs iamente la p cia de Cat-1 en 1a
espora, pues podria tratarse de la misma enzima que no aicanzé a modificarse en Cat-2,
debido a que no entré a la espora: lugar en donde se produciria la modificacidn sugerida. Esta
propuesta, se apoya en los siguientes hechos: ambas enzimas en Bec/llus cereus tienen un
peso molecuiar similar y no se ha identificado el momento preciso en ol que Cat-2 as hace
presente durante ia esporulacién, ni siquiera se detecta la enzima durante éste proceso, solo es
evidente Cat-2 en la espora (Michdn, 1996). Asi como las diferencias tan notables que existen
entre las enzimas de catalasa de Bacilius cereus y Becillus subtilis, en |la segunda especie
existen al menos dos genes para catalasa. Junto con las diferencias significativas que hay
entre Cat-1 y Cat-2 de Sacillus subtilis. sobre todo en peso r Mar (L
1987 y 1988).

'Yy

Algunas evidencias en favor de esta hipitesis sobre modifi ion al de ia

catalasa son los reportes sobre la heterogeneidad de 1a migracién de |a catalasa, fos cuales
han sido numerosos segun Bonaventura (1972). Con respecto a estas diferencias se han

propuesto algunas explicacionss: Chandiee y Scandalios (1984) suponen gque las diferencias
’ en las catalasa deol maiz son de origen genético, mientras que Holmes (1979) piensa que no
hay relacién genética en la heterogeneidad que presenta la catalasa del higado de! ratén. Por
su parte Liedias y Hansberg han ocbservado que en Newrospora crasss ias diferencias en la
Cat-1 son resultado de la oxidacion por oxigeno singuleto (Liedias y Hansberg, 1996).

Por lo tanto, la hipdtesis que se ajusta mejor a las evidencias obtenk os la pri : e

Cat-1 y la Cat-2 podrian ser codificadas por el mismo gen. Sin embargo es prudente realizar
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los experimentos necesarios para confirmar esta propuesta, por lo cual se podrian aplicar
técnicas de Biologia Molecular para determinar si la Cat-1 y la Cat-teg son la misma isoenzima,
por estar codificadas por el mismo gen.

DIFERENCIAS EN LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA EN LOS ZIMOGRAMAS
DE Sacilius cersus REVELADOS PARA CATALASA

Al hacer los zimogramas de las isoenzimas de catalasa, la banda de actividad que
corresponde a ia catalasa bovina migré mas tento, (a pesar de que es mas ligera, 240 kDa) que
la Cat-1 y Cat-2 de Bacillus cereus (307 kDa) (fig 22).

Por otra parte Lowen y Switala (1988) han observado en los geles de catalasa de
Bacilius subtilis que la movilidad elactroforética es menor a la esperada, segun el peso
determinado para ia proteina por filtracion molecular; este resuitado o atribuyen a una posible
disociacién, producida por el amortiguador tris-glicina. Si se asume {a misma explicacion que
utilizan Loewen y Switala para este fenémeno, entonces se podria pensar Que las bandas de
los zimogramas de la catalasa de Sacilius cersus, son el resultado de la actividad de los
dimeros. Esto en base a la migracién de estas Gitimas comparada con la catalasa bovina,

ademas de que es la forma minima en la Que la enzima puede presentar actividad. Pero esta

i é6n no It convincente si se considera que se hicieron ensayos con dos
amortiguadores diferantes, y que la migracién siguié produciendose de la misma manera (fig 22
y 23). De tal formna que seria factible pensar que la migracién de la proteina en el gel fue por la
carga eléctrica y que posiblements su estructura cuaternaria es conservada durante la corrida
en el gel. Para commoborar cial es la causa en las diferencias de movilidad de las catalasas de

Bacilus cereus con respecto a la bovina seria convincente cormrer las electroforesis a distintos
pH.



IMPORTANCIA BIOLOGICA PROBABLE DE LA EXISTENCIA DE ISOENZIMAS DE
CATALASA EN Bac/lius cereus.

fica en el do diferenciado de Sacillus cereus

La presencia de una D
indica la 'plusticidad. resultado de {a adaptacion, que tienen los procariotos, para responder a

las condiciones extremas del medio. Un ejemplo de esto es cuando se presenta aigun tipo de
estrés, se desencadena la produccion de isoenzimas resistentes para contrarrestar los efectos
nocivos. Tal es el caso de un estrés oxidativo, para evitar los efectos daftinos de las ERO

producidos por el metabolismo y/o el ambiente se inducen enzimas antioxidantes (Hansberg y

Aguirre, 1990)

Desde el punto de vista evolutivo, este resultado es importante debido a que la
atmoésfera en la que se originaron los ancestros de los procariotos fue reductora y en el
momento en que el oxigeno se incrementd como producto de la fotosintesis oxigénica, se

ocurrié un cambid drastico en el ambiente, al que tuvieron que adaptarse estos organismos.

Para evitar los efectos dafinos que producia el oxigeno en estos organismos debieron
haberse dado una gran cantidad de modificaciones, que siguen siendo eficaces hasta nuestros
dias. Puesto que la diversidad actual comparte a un mismo ancestro (parecido a los
procariotos), es l6gico Que algunos de estos mecanismos sean compartidos, por ejemplo: la
existencia de enzimas como la catalasa, Que por ser indispensable para el mantenimiento de la

vida estén conservadas, por lo Que son una buena herramienta para establecer las relaciones

filogenélicas entre los organismos vivos,

La diferenciacion celular es un fenémenc muy importante en la Biologia, pues su estudio
resulta indispensabie para la comprensién del funcionamiento de fos organismos vivos. sin

embargo por ser tan complejo, €s uno de ios ambitos mas desconocidos en cuanto a causas y
86



Mmecanismos, debido a que s relacidn genes-célula-ambiente debe ser e! objeto de estudio,
pero abordar el problema desde este punto de vista resuita dificil en la practica, porque las
técnicas con las que hastas ahora se cuenta para poder estudiar los fenémenos que se dan en

ia naturaleza son aun limitadas.
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CONCLUSIONES

e En el ciclo de vida de Sscillus cereus se identificaron dos iscenzi de

iad a diferer ion celular: una en la bacteria en etapa logaritmica y otra en la

espora.

La Cat-1 de Bascilius cereus esta prasente en la célula en crecimiento logaritmico y en la
1! en el ci na. Se inhibe 77%

espora. En la célula en o logar: i se
con 10 uM de cianuro de potasio y 85% con 1uM de azida de sadio. Se inactiva un 80% a

60°C por 3 mlnumi. En |la espora se localiza en los tegumentos especificamente en el

@exosporio y as sdlo un vastigio de la céiula madre como resultado del engullimiento durante
ia esporulacién,

La Cat-2, se encuentra en el citoplasma de la espora. Se inhibe 50% con 10uM de cianuro
de potasio y 72% con 1 nM de azida de sodio. Se inactiva 23% 60 °C por 3 minutos. Por lo
tanto es mas resistente al calor, al cianuro de potasio y a la azida de sodio que ia Cat-1,

El peso molecular aparente de ambas isoenzimas de la catalasa en Bacilius cereus es de

307 kDa.



PERSPECTIVAS

Determinar ai los cambios en la movilidad electroforética de las catalasas son el resultado
de la modificacién postraduccional de la enzima.

Obtener Ia estructura oligomérica de la Cat-1 y la Cat-2 de Sacillus cereus en solucion.

Purificar la Cat-1 y la Cat-2 de Sacillus coreus.

Clonar y secuenciar el gen de la Cat-1 y laCat-2 de Sacilius cereus para aclarar su origen,

Obtener bacterias mutantes que carezcan del gen de la Cat-1 y la Cat-2, para determinar si

existe algun cambio durante la diferenciacion.
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