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RESUMEN

En el género Bacillus se expresan diversas oxidasas terminales en
respuesta a las condiciones de cultive ¢ a la etapa de desarrollo La citacromo
oxidasa caa; es una enzima peculiar; en primer lugar porque se ha relacionado
con la esporulacién en Bacillus cereus o con el crecimiento en fuentes de
carbono no fermentables en Bacillus subtilis, y en segundo lugar porque
presenta un dominio protdico que correspende a un citocromo del tipo C, al
cual no se le ha enconmado alguna reiacion con la fisiologia bacteriana

En este trabajo se analizd la expresion del gen ctaD (que codifica para la
enzima cags) en Bacillus thuringiensis, haciendo uso de una sonda obtemida
mediante ampiificaciéon por PCR. Los resultados mostraron que el gen craD de
Bacillus thuringiensis no es dependiente de la esporulacion sino que se induce
a partir de la etapa estacionariz y avin desde la etapa logaritmice de
crecimiento. Se discute también, la posibilidad de que este oxidasa sea
regulada por represion catabélica.



1. INTRODUCCION.

Las oxidasas terminales.

La generacién de energia metabolica por medio de la fosforilacién oxidativa ocurre en
dos fases acopladas. La primera consiste en la oxidacion de sustratos organicos provenientes
del ciclo de los acidos tricarboxilicos. ¥ la sepunda en la fosforilacion del ADP. Durante Ia
oxidacion de los sustratos, los electrones viajan a través de diversos complejos membranales
que en su conjunto reciben €l nombre de cadena respiratona. El fransporte de electrones a
través de los diversos intermediarios de Ia cadena respiratoria se utiliza para acarrear
protones desde el interior celular y con esto generar un gradiente electroquimico que aporta
la energia para la sintesis del ATP en otro complejo membranal que se conoce como ATP
sintetasa.

En los orgemismos aerobios ¢l aceptor final de los electrones que provienen de la
cadena respiratoria es el Oy y las enzimas que catalizan esta transferencia se conocen como
oxidasas terminales. En las bacterias se encuentran diferentes tipos de cadenas respiratorias
que se distinguen por el nimero ¥ las caracteristicas de ios acarreadores de electrones y
oxidasas terminales que presentan. Esta diversidad refleja las miltiples esmategias
bioenergéticas que usan los procariotos para adaptarse a las distintas condiciones
ambientales que les rodean.

Las oxidasas terminales pueden tomar los electrdnes del citocromo ¢, y s¢ denominan
citocromo ¢ oxidasas, o bien de] quinoi, en cuyo caso se conocen como quinol oxidasas.
Ambos tipos de oxidasas se agrupan denwo de la superfamilia de oxidasas hemo-cobre que
también incluye 2 las oxidasas terminales mitocondriales (Castresana et al, 1994),

Las enzimas que forman parte de la famiila de las oxidasas hemo-cobre, se
caracterizan por presentar una alia similimd de secuencia en unz de sus tres subunidades
principales: ia subunidad 1. En esta subunidad se presenta un centro bimetdlico unico en
donde se une e} O; para ser reducide. El centro bimetdlico o binuclear. estd compuesto de un

grupo hemo de alto spin (ligado en uno solo de los sitios de coordinacién & una histidina del



polipéptido) y un sitie de cobre {CuB) que participa en la catlisis. Ademds del grupo hemo
del cenwo binuclear, estas oxidasas poseen un segundo grupo hemo de bajo spin (figado en
ambas posiciones de coordinacién) que no participa directamente en la catilisis pero que
facilita la transferencia de los electrones hasta el sitio catalitico. También es en esta misma
subunidad donde se encuentra €l canal conductor de los protones, que se utiliza para la

generacion del gradiente electroquimico.

Y
y

Figura 1.1. Esquema de la citocromo ¢ oxidasa caa;. Con flechas se indica el flujo de los
electrones desde el citocromo ¢ libre hacia el Fe del hemo C de la subunidad 11, de aqui pasan
a) primer cobre (A). ¥ Juego pasan por el hemo A de la subunidad | para legar 2 cenwro
binuclear formado por el Fe del hemo A de alto spin (2;) y el segundo cobre B. La subunidad
I tiene capacidad de bomba de protones (Tomado de Garcia-Horsman et al. 1594).
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Aunque cada oxidasa se distingue por sus propiedades cataliicas propias, como la
afinidad por sustrate o la velocidad de recambio, la forma tradicional de diferencrarlas se
basa en el tipo de grupo hemo que presentan y en las caracteristicas espectroscdpicas que
éstos Jes confieren. Gran parte de la variacion observada se debe a las distintas
combinaciones en que se pueden encontrar a los hemos A, B, © v D, presentes eb la
subunidad | en cualquiera de los dos sitios: el de bajo o €l de alto spin. Dadas todas las
combinaciones posibles, no se ha encontrado una correlacién clara entre la especificidad por
sustrato de las oxidasas (0 alguna otra caracteristica femcional) y e} tipo de hemos que
contienen. Es el ambiente proi€ico que rodea a los centros hemo-cobre el que define
principalmente las propiedades cataliticas (Basu et al, 1994).

Sin embargo, es comtn distinguir a las oxidasas por su contenido de hemos en los
sitios de alto ¥ bajo spin. Asi. una oxidasa que posee hemo tipo A en ambos sitios, se
conoce como aa; o az’. El sufijo o las comillas sefiatan cual es e} hemo localizado en el sitio
de alto spin.

La segunda subumidad en importancia es ia subumidad II La comparacitn de la
secuencia de esta subunidad en distintas especies muestra que la proteina tiene un nivel de
conservacién menor al 6%, entre los cerca de 400 aminoacidos que la componen
(Arredondo-Peter, et al, 1993). No obstante. mantiene una orientacién en la membrana vy
una conformacion tridimensional que le permite interaccionar con ia subunidad 1 y servir de
puente durante el paso de elecrones desde el donador (citocrome C o quinol) hacia €l centro
bimetdlico Su papel es proveer a la enzima del sitio de unién al sustrato. En las citocromo ¢
oxidasas la subunidad II presenta residuos conservados que Son NEcesarTios para Ja unién de
un cobre tipo CuA. el cual, es el aceptor inicial de los electrones que provienen del
citocromo c. El sitio de unién al Cua no estd presente en las quinol oxidasas, en las cuales
existen otros sitios conservados que probablemente tienen que ver con el reconocimiento
de] susmaio; es decir, con la unidn del quino! 2 la oxidasa (Laureaus et al, 1993). El extremo

carpoxilo de la subunidad Il de algunas citocromo ¢ oxidasas presenta una extensién que



contiene un hemo C. unido covaleniemente, pero no se conocen diferencias funcionales entre
1a oxidasas que contienen hemo C y las que carecen de €] (Garcia-Horsman et al, 1991).

Los genes de las subunidades de la oxidasa, se arreglan normalmente en un operédn
que en la mayor parte de los casos tieme un orden definido: Subunidad I, I y III,
acompaiiada de genes asociados que se encuentran hacia cualquiera de los extremos 5’0 3°.
Esta organizacion génica la comparten los operenes para las oxidasas caa; y as; de Bacillus
subrtilis {operén ctaABCDEF vy qox ABCD) y Bacillus stearothermophiius (operdn
caaABCDEF) con la oxidasa bo; de Escherichia coli (operdn cyoABCDE). Los genes que
corresponden & las subunidades cataliticas para el caso de Bacillus son: CdyE, en el orden

imdicado anteriormente.
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Figura 1.2, Arregio génico de los operones Cta y Qox de Bacillus subtilis. El operén
Cia codifica para la citocromo oxidasa caz; y el operon Qox para la quinol oxidasa aa;. Las
fiechas indican la direccidn de la transcripeidn, y los niimeros romanos indican la subunidad
para la cual codifican los distintos genes. Este arregio genético se conserva en Bacillus firmus
y Bacillus steaothermophillus. La barra superior sefiala la escala de la figure y representa un
tamafio de 1000 pares de bases.

Los dos primeros marcos de lectura ¢rad y ciaB codifican las para enzimas que
participan en Ja biosintesis de los grupos hemo a partir del protohemo X, que es el grupo
precursor (Wachenfeldt v Hederstedt. 1992). El gen craB de Bacillus es homélogo al gen

cyoE de E. coli v codifica para una famesi] ransferasa que convierte al protohemo IX en



hemo O, mediante la adicién de un grupo hidroxietil famesil. Por otra parte, €l gen ciad
codifica para una enzima que reemplaza al grupo metilo, en el carbono 8 def hemo B, por un
grupo formilo que lo convierte asi en un hemo de tipo A Esta modificacién de los hemos

altera también sus propiedades espectroscépicas (Svensson et al, 1993} (FIGURA 1.3).
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Figura 1.3. Biosintesis del heme A, La ruta de sintesis del hemo A comienza con el hemo
B (protohemo IX) como grupo precursor del hemo tipo O. En este paso interviene el
producto del gen ctad. Bl siguieme paso consiste en la conversién del hema O a hemo A,
por medio del producto del gen ciaB

Al comparar a las oxidasa bacterianas con las mitocondriales, queda claro que ambas
comparten al menos las wes subunidades caaliticas principales. No obstante, en los
procatiotos el nimero de subunidades cataliticas asociadas puede variar. En algunos casos se
carece de la subunidad Il y se puede prescindir de Ja subunidad III, y las enzimas siguen
siendo completamente funcionales. El resto de las subunidades de la enzima mitocondrial
(hastz 10), no tienen conmtraparte bacteriana, pero se consideran como adquisiciones
postericres al fenémeno de endosimbiosis que originé a las mitocondrias. El grupo

bacteriano mas cercano a las mitocondrias es la subdivision alfa de las bacterias pirpura
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Ficura 1.4. Genealogia de las oxidasas terminales hemo-cobre. Se muestra una
comparacion de los genes gue codifican para Ia subunidad ] de las oxidasas terminales. Las
abreviaturas gue acompaiian al nombre de cada especie en comparacién corresponden al gen
que codifica para la subunidad | de ia oxidasa de esa especie. aungue todos ellos tengan
nombres diferentes de acuerdo & su funcién. En algunos casos se comparan dos genes de la
misma especie. dado que sus productos forman parte de enzimas distintas. Se observa que
ias oxidasas del tipo caa3 del género Bacillus (ctaD ¥ caaB) se diversificaron después de que
se separaron de las quinol oxidasas del tipo aa; (gox8), la cual es la probable precursora de
las quino) oxidasas de las protecbacterias. La oxidasa ¢jaa; de Thermus thermaophilus (gen
caalB) pudo surgir como un fendmeno de fusién independiente. Tomado de Castresana e1 al.
1994,



fotosintéticas, al que pertenecen Paracoccus y Rhodobacter, por 10 que se postula que estas
bacierias v las mitocondrias comparten el mismo ancestro (Kadenbach et al, 1991).

Como se ha visto, la homologia entre los miembros de esta familia de oxidasas
hemo-cobre, se basa en la simliud de secuencia de la subumidad catalitica principal. El
andlisis filogenético, por comparacion de secuencias de distintos tipos de oxidasas, ha
mostrado qgue todas ellas comparten un origen comin, aln cuando perenecen a organismos
sin relacion filogenética cercana. Su origen se rastrez hasta antes de la separacion de los
grupos Arquea y Eubacteria, lo cual indica que la proteina ancestral de las oxidasas, aparecié
cuando ia concentracion del oxigeno atmosférico aiin era baja. Esta afirmacion se apoya en el
hecho de que el primer fenémeno de duplicacién gémica, sucedié entre las oxidasas
Tespiratorias y las oxidasas semejantes 2 las que participan en la fijacion de nitrégeno, en el
actual género Rhizobium. Por otra parte, este mismo tipo de andlisis indica que existe una
mayor relacién entre ias quinol oxidasas de E coli y Acetobacter aceti, con las oxidasas de las
bacterias Gram positivas como Bacillus, que con otras oxidasas de bacterias pertenecientes
al mismo grupo come Rhodobacter o Paracoccus. lo que sugiere un fendmenc de
transferencia lateral de genes entre las quinol oxidasas de las bacterias Gram positivas y las
proteobacterias (FIGURA 1.4) (Castresana et al, 1994).

El tipo y nimero de oxidasas que puede presentar una especie bacteriana dada esta
en funcién de su comstitucion genética, aunque el nivel de expresion de cada una de ellas
depende de las condiciones de crecimiento y de las sefiales ambientales que se dan en cadz
momento. De esta forma, las distintas oxidasas respiratorias permiten a las células cabrir sus
demandas energéticas en una gran variedad de condiciones ambientales (Garcia-Horsman et
al, 1994). Bacillus stearothermophilus es un caso tipico; en esta bacteria se han detectado
hasta cuatro oxidasas terminales distintas, las cuales se expresan de acuerdo con la tensién
de oxigeno 2 14 que se ve sujeta Ja poblacion bacteniana. Asi. por ejemplo, bajo condiciones
de cuitivo con aeracidn elevada, se expresa una oxidasa del tipo cazy; en condiciones
microaerofilicas. es decir de aeracion limitada, se expresa una oxidasa del tipo bb; o bo (Sone

et al. 1990); mientras que en condiciones intermedias, se detectz una enzima del tipo c20,



Ademés de ésto, algunas mutantes deficientes en la siniesis de) bemo A. expresan una quinol
oxidasa del tipo bd. En realidad, se trata tnicamente de tres enzimas, pues las oxidasas caa;
vy cag, comparten los mismos polipéptidos pero con una sustitucion del hemo A por el O
en ¢l sitio catalitico (Sone et al. 1991). Esta substinucion confiere a la enzima una velocidad
de recambio mayor y menor inhibicion por cianuro. Lo apterior indica una gran adaptabilidad
del aparato bicenergético de Bacillus a las modificaciones ambientaies, y resalta la posible
relevancia de contar con un tipo de hemo o con otro.

Bacillus steqrothermophilus no es el unico caso dentro del género en donde ocure
esta plasticidad de la cadena respiratoria. Otras especies como Bacillus subtilis o Bacillus
cereus tarobién modifican la composicién de su cadena en respuesta a otras sefiales
ambientales. Esta variabilidad fisiologica también se correlaciona con la diversidad genética
del género v con su amplio intervalo de distribucion ecolégica. Todo esto ha heche de
Bacillus un modelo ideal para el estudio de la bioenergética bacteriana,

Las oxidasas terrninales del tipo aa; son las mas ampliamente distribuidas y mejor
estudiadas. por su semejanza con las citocromo oxidasas mitocondriales. En Bacillus se
encuentran dos oxidasas que contienen hemo A: la as; y la caa;. La primera se considera
como una quinol oxidasa en todas las especies del género. excepto en B cereus. La oxidasa
caa3 es una enzima muy semejante a la det tipo aas, gue se distingue de ésta por la presencia
de un citocromo ¢ unido covalentemente {codificado por 1a misma secuencia nucleotidica) y
por utilizar al citocromo ¢ como donador de electrones.

Los primeros reportes de oxidasas del tipo caa; provienen de especies bacterianas
que crecen a temperaturas elevadas, a saber: Thermus thermophilus (Mather et al. 1990) y
Bacillus stearothermophilus PS3 (Sone et al, 1988). estos hallazgos levaron a proponer a la
fusién génica de ¢ con as;. COMO UN mecanismo para eviar la difusién del citocromo ¢ fibre
fuera de Ja membrana plasmdtica de la bacteria (Garcia-Horsman et al. 1991).
Posteriormente, este mismo tipo de enzima fue descrita en otras especies mesdfilas del
género Bacillus. donde se enconiré asociada a condiciones muy diversas, En el caso de

B subtilis. la presencia de caa;, se relaciona con la carencia de fuentes de carbono



fermentables (Lauraeus et al. 1991), muentras que en B firmus, la oxidasa se expresa cuando
el pH del medic se vuelve muy aicalino (10 o mas) {Quirk et al, 1993). Para B cereus, ka
enzima s¢ ha detectado solo en la etapa esporulante de crecimento en medios fermeniables

{Garcia-Horsman et al, 1991},

Caracteristicas e tmportancia de Bacillus

Las bacterias del género Bacillus son bastones Gram positivos, aerébicos y
formadores de endosporas. Este género es uno de los mas diversos y con mayores
aplicaciones comerciales. Se distribuye en el suelo, ajre y agua, y participa en diversas
transformaciones guimicas. Su gran diversidad metabdlica permite que muchas de sus cepas
se ubiquen en los margenes de tolerancia de otras especies en cuanto la iemperatura. ¢l pH o
1a salinidad. Esta amplia diversidad, aunada a Ja baja patdgenicidad reportada. hace que este
grupo sea utilizado en una gran variedad de procesos industriales que incluyen la produccién
de antibiéticos, enzimas hidroliticas, insecticidas v suplementos alimenticios (Harwood,
1989). Esta misma diversidad los convierte en un modelo para el estudio de la fisiologia
microbiana y de la diferenciacion celular a nivel bioguimico (Halvorson, 1969).

Bacillus cereus v Bacillus thuringiensis son especies muy cercanas entre si que se
distinguer:, esencialmente, por la habilidad de la sepunda para producir cristales de inclusién
protéicos con actividad insecticida. A nivel genético ambas especies son muy similares. ¥
Dresentan un mapa cromosémico que es practicamente idéntico {Carlson e al, 1996). De
hecho, estas especies alguna vez han sido clasificadas como variedades de una sola. y en
trabajos recientes se ha propuesto que se agrupen nuevamente dentro de la misma especie
junto con B. anthracis v B. mycoides (Keim et al, 1996). Los andlisis de la secvencia del
ARNT rejteran esta similimd v las ubjcan dentro del grupo I al que también perienecen B
subtilis v B megaterium. aungue en ramas mas alejadas de! arbol filogenético (Vary, 1994).
La importancia del tal cercania radica en la posibilidad de usar 2 B rhuringiensis como
modelo andlogo de B cereus v viceversa: asi se aprovecharia la caracterizacién genetica del

primero v el conocimiento mas amplio del sistemna respiratorio del segundo.



Respuestas fisiologicas en la etapa estacionaria

Al agotarse ios nutrienes en el medio de crecimiento, ocurren cambios fisiolégicos
que se reflejan en la desaceleracion de ia tasa de crecimiento de las poblaciones bacterianas
en cultivo. En esta etapa, conocida como estacionaria, donde no se observa un crecimiento
neto en el mafo de la poblacién, suceden diversos cambios fistologicos en ias bactenias
aerdbias entre los que se incluven: el desarrolle de la competencia, la produccidn de
antibidticos. uUn incremento en el transporte de aminoéceidos y dipéptidos, la formacién del
flagelo, la sintesis de enzimas extracelulares y del ciclo de Krebs y, finalmente, la
esporulacion (Fisher et al, 1994). Todas estas respuestas parecen estar mediadas, de algim
mode, por sefiales fisiolégicas gue convergen en ¢l sistema AbrB, Spo0A, del cual se watard

posteriormente.

Competencia

La competencia puede definirse como un estado fisiologico en el que la célula es
capaz de wnir, procesar e ingerir ADN exdgeno de alto peso molecular. Si este ADN
constituye un replicdn. el proceso de ingestién puede originar ransformantes. Aunque hasta
¢l momento no queda claro cuil es e] papel adaptativo de la competencia (si es que tiene
alguno), se ha propueste que lejos de representar un mecanismo de nutricidn (ingestion de
nitwrégeno v fosforo). Ja competencia es un mecanismo que provee a la célula de moldes
utiles en la reparacion del ADN. Es sabido que el ADN puede suffir alieraciones provocadas
por los radicales iibres que se generan durante el metabolismo oxidativo que se activa hacia el
imicio de la fase estacionaria. Adicionalmente, ia capacidad de integrar ef ADN
transformante, puede incrementar la adecuacién de la bacteria, por la introduecién de copias
de formas altemativas de algan gen.

El desarrolio de la competenciz estd regulado por una red de genes cuya interaccion
precisa ain se desconoce. La wansduccion de sefiales ambientales. que desencadena la

compentencia, requiere de la participacion de al menos tres sistemas de dos componentes



disitintos: ¢l sistema comP/comA, al parecer especifico de la competencia; el degS/degU que
participa en la expresién post-exponencial de las proteinas degradativas y el regulador de
respuesta SpoUA.

La competencia se relaciona con la esporulacién en diversos aspectos. En principio
ambas son reprimidas por la proteina AbrB; también comparten como sefial al factor Spo0A
fosforiiado y al menos una de las proteinas esenciales para la competencis, se transcribe
desde un factor sigma de esporulacion. Sin embargo, mientras que la esporulacion se
desencadena por una carencia de nuirientes. la competencia requiere ia presencia de glucosa

para iniciarse

Esporulacién.

La vltima de las respuestas inducidas por el agotamiento de nutrientes, al inicio de la
fase estacionaria, es 12 induccion de una serie de cambios morfolégicos ¥ fisiolégicos que dan
como resultado la formacion de una espora latente. La esporulacion es un procesc de
diferenciacion inducido por el ayuno. v esta ligado a variaciones en el estade metabdlico de
la célula (Bryan et al, 1996).

Los acomecimientos que dan jugar a la esporulacién. constituven una secuencia
pleiotropica en la que cada paso depende de los amteriores. El proceso en su conjunto estd
muy repulado al nivel genético, desde la induccidn hasta lz liberacion de la espora ¥
posteriormente la germinacion.

Las etapas de la esporulacién, se delimitan arbitrariamente de acuerdo a la aparicion
de algunas caracteristicas morfologicas y a la presencia de marcadores bioguimicos propios
de cada estado. Aungue la duracion de cada uno de los estados del proceso es variable, de
organismo a organismo. el orden de los sucesos, mediados por Ja activacién y desactivacién
de genes especificos, es siempre e} misme. En el primer estado denominado 1, que comienza
al 1, ¢l material genético duplicado se aregla en un filamento axial que estd fijo a la
mernbrana por uno de sus extremos; posieriommente se divide v cada gendforo migra en

direccién opuesta. hacia los polos del bacilo, Después de esto, se forma un sepio asimérrico



que divide a Iz célula en dos compartimentos: el mayor, conocido como céhila madre. engulle
al menor v forma una céiula hija, alrededor de 1z cual se integran una serie de cubiertas
protectoras. gue forman una estructura interna que se conoce comoe preespora. Conforme la
cubierta de fa preespora se engrosz, ésta se vuelve mas resisiente a los agentes quimicos y 4
calor. Cuando la espora alcanza ei grado maximo de resistenciz, paralelamente en la célula
madre ocumre un proceso de autdlisis v la espora es liberada. La liberacién de la espora
representa el término de la diferenciacién y octrre alrededor de 15 horas después del 1y; a
partir de este momento, las esporas permanecen latentes en i ambiente en espera de las
condiciones adecqadas que les permitan germinar e iniciar vn nuevo cicle.

El inicio de la esporuiacion es un fenémeno dependiente del ciclo celular que sélo
puede ocurrir en una etapa particular de la curva de crecimiento. En este periodo Ia célula
“decide” a partir de drversas sefiales metabélicas y ambientales. si continfia la divisidn
celuiar o comienza el proceso de diferenciacidon que la Nevard a la esporuiacion. El
reconocimiento de las sefales debe ser un mecanismo complejo. ya que depende de la
entrada de estimulos provenientes de fuentes muy variadas (Perego et al, 1954). Todavia se
desconoce la naturaleza quimica de las sefiales (v sus receptores), que dan lugar al inicio de
1a esporulacion; aungue se han propuesto como inductores a la glutamina y 2 los nuclebtidos
altamente fosforilados (Doi. 1993).

El regulador clave de} inicio de la esporulacion es la proteina Spo04, la cual funciona
como represora ¥ activadora de diversos genes, cuyos productos son cruciales para "decidir”
entre los dos estados de desarrollo: crecimiento vegetativo o esporulacidn. Algunos de los
efectos de Spo0A estin controlados por otos reguladores como AbrB. el cual es una
prowina de unién a} DNA gue bloguea el reconocimeinto del promotor por parte de la ARN
polimerasa. de esta forma se impide la transeripeién de Ja mayor parte de los genes de la
esporulacion (Perego et al. 1994).

La actividad transcripcional de SpoOA reside en su forma fosforilada: Spe0A-P, que
se produce mediante un sistema de wransduccion de sefiales conacido como “phosphorelay™

El phosphorelay es una adaptacion del sistema de des componenies tipico, compuesto por



una histidina-cinasa que fosforila a un regulador de ia respuesta. Los componentes de este
sistema son: las cinasas KinA v KinB y ¢} regulador de le respuesta SpoOF (Perego et al.
1994).

La estimulacion de las cinasas por factores que promueven la esporulacion se inicia
por la via de la transferencia de fosfatos. Las cinasas al captar la sefial, fosforilan a SpoOF. €
cual en su forrna fosforitada es el sustrato de una fosfotransferasa que taransfiere el fosfate
desde SpoF-P hacia SpoQA. Este ultimo se requiere para la represion de AbrB, para salir del
estado vegetativo y para inducir 1a esporulacion.

La regulacion de los nrveles de Spo0A fosforilado se puede dar z distintos niveles:
por medio de la moduiacion de ia actividad de las cinasas; por la presencia de algim efector; o
por la accién de una fosfatasa especifica de SpoQA-P, denominada SpoQE. Existen tambidn
owo tipo de fosfatasas que regulan la cantidad de Spo0A-F por medio de la desfosforilacion
de SpoQF-P, conocidas come RapA v RapB. La accidn de estas fosfatasas incrementa las
posiblidades de una regulacion finz; pues dado que la esporulacion de Bacillus depende de Ia
interaccién con fendmenos celulares complejos controlados por ume multiplicidad de
variables: es posible que si ias sefiales superan la capacidad de las cinasas como sensores, la
presencia de estas fosfatasas permita que intervengan en la regulacion, las sefiales de
procesos fisolégicos para los cuales la esporulacion puede tener efectos negativos (Perego et
al, 1996). Un ejemplo de esto es el regulador de la competencia ComA gue tiene la capacidad
de afectar a la esporulacién al regular directamente omas fosfatasas.

La acumulacién de SpoOA-P activa la wanscripeién de, cuando menos. siete genes
que gobieman la entrada z la esporulacién y la formacion de un esporangic de dos
compartimentos en e} cual la wanscripcion se regula diferencialmente (Straiger y Losick,
1996). Esta expresion diferencial depende de algunas modificaciones en la ARN polimerasa,
Se conocen al menos cinco factores sigma que son esenciales para Ja esporulacién de
Baeillus. cuya sintesis v activacion a diferentes tiempos y en distintos compatimentos,
puede dar cuenta de la mayor parte de lo que se conoce como regulacion espacial y

temporal, durante Ja esporulacion (FIGURA 1.3},
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Figura 1.5. Cascada de factores sigma durante ¢l ciclo de vida de Bacillus subrilis

La ARN polimerasa de la fase vegerativa (unida a sigma A). reconoce a los primeros
genes de esporulacion. con ayuda de Spo0A. y siempre gue tales genes hayan sido relevados
de Iz represién por AbrB. Uno de estos genes es spo0H. que codifica para el factor sigma H,
gque reconoce 2 la mayor parte de los genes tempranos de esporulacion. En seguids. y antes
de Ja formacién de los dos compartimentos. se encventra un factor pro-sigma F, €l cual se
vuelve activo hasta el momento de la septacién. A panir de entonces la activacion de genes
particulares en ambos compartimentos depende del reconocimiento por factores sigma
especificos. a saber: sigma E v sigma K en la célula madre. ¥ sigma G en la preespora
(Kreoos. 1991).

Son muchos los genes que dependen de este sistema de regulacién. aunque muy

pocos de ellos han sido descritos a fondc. El ejemplo mas estudiado se encuentrz en la



produccién de cmstales insecticidas que se forman durante la esporulacion de Bacillus
thuringiensis.

Los cristales de inclusion paraesporales de Bacillus thuringiensis coniienen a las
proteinas enstalinas con acitvidad insecticida, denominadas Cry. Cuando ¢l insecto ingiere ¢l
cristal, los dcidos intestinales disuelven a este cuerpo de inclusion y liberan a las proteinas
Cry. Estas proteinas se intercalan en la membrana de las células del epitelio intestinal, donde
forman poros idnicos que provocan un desbalance osmotico. twgencia de las células v
finaimene lisis. Las larvas intoxicadas dejan de alimentarse v posteriormenie mueren,

La mayor parte de los genes que codifican para estas toxinas (genes ¢r)) se ubican en
ptéasmidos que contienen dei 10 al 20% de la capacidad codificane del orgamismo, annque
algunos puedern estar integrados al genoforo. Cada piasmido contiene uno ¢ mas tipos de
genes ¢ry, v cada cepa bacteriana puede ener uno (normalmente) o mas plasmidos.

Para poder acumular l2 gran cantidad de proteina que se requiere para formar el
cristal son necesarios niveles altos de wanscripcion, estabilidad det ARNm y un producte
proteico muy estable. Se sabe que los genes cry presentan promotores muy fuertes,
especificos para los distintos tipos de factores sigma que se presentan en Bacillus. Cas)
todos ios genes ery contienen promotores que son reconccidos por los factores sigma E v
sigma K. ambos especificos de la esporulacion en las etapas intermedia v tardia (estados I1 v
TV respectivarnente), en el compartimento de la célula madre. El gen erpfda. por ejempio.
presenta dos promotores: Bt y Btll, el primero de ellos es dependiente de sigma E v el
segundo de sigma K, lo que le permite permanecer activo hasta etapas avanzadas de la
esporulacion.

A diferencia del resto de los genes cry. la expresion del gen ervlli4 se activa al inicio
de la fase estacionaria v es independiente de los factores sigma especificos de la
esporulacién, pues se sobreexpresa sobre un fondo Spo0A™ (que es una mutante
completamente asporogena) {Agaisse y Lereclus, 1994). El andlisis de la region promotora
de] gen crvill4. que se encuentra més de 500 pb por arriba del codén de inicio. revela

semejanza con los promotores que son reconocidos por sigma A (Salamitou et al, 1996) »



origina un transcrito largo que se procesa en un fragmento menor mas estable, ademas. en
mmutantes para los factores sigma: E, H, B, D, o L, la transcripcidn prosige normalmente
(Agaisse and Lereclus, 1994),

Como s¢ puede apreciar, €l inicic de la esporulacién en Bacillus es un proceso
finamente regulado, del que aim no se tiene un penorame completo. En razén de los
numerosos cambios metabélicos que sufre la bacteria en esta etapa (especialmente al inic10),
es importante analizar ia relacion que guarda la regulacion de los genes con las distintas
sefiales ambientales que se reciben y los diferentes procesos gue se deben regular. Entre
todos los procesos de ia fase estacionaria, cabe resaltar la regulacidn catabdlica, que aunque
pareciera ser independiene dei estade de crecimiento. su efecto se hace més notable al final
de la fase exponencial de crecimiento v cada vez se encuentra mas evidencia de su conexion

con otros procesos de Ja transicion entre el crecimiento logaritmico v lz fase estacionaria

Represion catabolica en Bacillus.

Mientras exista una disponibilidad de fuentes de carbonc de fécil asunilacion.
algunos gemes que participan en el metabolismo de sustratos mds complejos se mantienen
reprimidos. A este efecto se le conoce como represion catabdlica. La represion catabélica ha
sido ampliamente estudiada en bacterias Gram negativas ¥ hoy se conoce con gran detalle el
mecamismo molecular que mantiene a los genes en niveles de expresion bajos (Hueck ¥
Hillen. 19935). En las bacterias Gram positivas que carecen de AMPc el mecanismo es
completamente diferente v de hecho opuesto. pues mientras que en £ coli se wata de una
regulacion positiva (por activacion de los genes). em Bacillus funciona un mecanismo
negativo,

Al inicio de la fase estacionaria y la esporulacién de Bacillus subiilis, comienzan a
expresarse un gran nimero de genes que hormalmente se encuentran reprimidos duramie cl
crecimiento active. Entre ellos se encuentran proteasas. enzimas degradarivas de arginina.
prolina ¢ histiding, la c-amilasa v las enzimas def ciclo del acido citico, tambign se

incrementa ¢l transporte de amimodcidos y dipéptidos, ademds de la produccién de
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antibidticos protéicos, la formacion del flagelo y el desarrolio de la competencia (Fisher et al.
1994).

Se reconocen dos elementos principales que actiian en la regulacién de todos los
genes sujetos a represién catabblica. El primero de ellos: Hpr, funciona como sensor de la
actividad metabdlica celular y representa el interruptor del circuito al interactuar con €l
segundo elemenio: Ccp, que es un factor n-anscripgiona] protéico gque reconoce una
secuencia nucleotidica especifica denominada CRE, a la cual se une, ¢ impide la wanseripcién
de 10s genes que presentan esta secuencia.

Hpr, ¢s un elemento del sistema de fosfotransferasa que participa en €l transporte de
azicares, tanto en bacterias Gram positivas como en Gram negativas. En Bacillus Hpr
puede ser fosforilado, en lz serina 46, por una proteina cinasa dependiente de ATP que se
activa en presencia de fructosa 1,6-bifosfato (intermediario metabélico de la glucolisis) y de
esta manera se determina la disponibilidad de glucosa en el medio. Ademas puede
desfosforilarse mediante vtna fosfatasa que se activa en presencia de fosfato inorgamico, lo
gue probabiemente la convierte en un sensor del estado energético de la célula.

Se ha demostrado recientemente que Hpr puede interacwar con Cep, con lo que se
ha postulado que Hpr-Ser-P al unirse con Cep, incrementa la afinidad de esta proteina por
su sitio de unién al ADN. Se sabe por experimemtos de proteccidén enzimética
(“footprinting™) que Ccp se une A una secuencia consenso localizada alrededor del sitio de
inicio de la transeripcién (SIT). Esta secuencia conocida como CRE (Cis responsive
element) es un palindrome de 14 pares de bases que muestra diferentes de posiciones con
1especic 2} inicio de Ja wanscripcion ¥ que al esiar unida al complejo Cep-Hpr-Ser-P.
interfiere con e} inicio de la transcripeion, por enmascaramiento del promotor o modifica el
crecimiento de la cadena (Hueck & Hillen, 1995).

En resumen, se puede decir que Ja concentracion intracelular de fructosa 1,6 bifosfato
{(FBF) es la sefial para la represién catabélica en Baeilfus, tanto como el AMPc lo es para £
col. La ausencia de fuentes de carbono faciimente utilizables, puede disminuir la

concentracion de FBE, necesaria pera le interaccién de Hpr con Cep, y dar lugar a la
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estimulacion de la fosfatasa dependiente de fosfato inorgémico, lo que origina la
desfosforiiacion y la disociacion del complejo con Cep, desactivando asi 4 la represion
catabbiica.

Recientemente, se encontrd que AbrB (represor de los genes de esporulacion)
también participa activamente en la represion catabolica. Se ha observado que en mutantes
deficientes en Spo0A, ep los que la transcripcion de AbrB no se reprime al inicio de la
esporulacion, se da una sobreactivacion del operén rbs {(transporte de ia ribosa) mientras
que la carencia de AbrB disminuye la expresion (Strauch, 1995). Lo mismo se ha reportado
para ¢! operdn AutPH (degradacion de la histiding) v para £l gen de e lactawo deshidrogenasa
(Fisher et at, 1994). Como se ha visto que AbrB es capdz de unirse a CRE, es probable que
la competencia con Cep por los sitios de umién compartidos sea la responsable del
incremento en los niveles de expresidn que se observan en estos genes, a condicién de que
AbrB restrinja con menos eficiencia que Cep, el avance de lz polimerasa. AbrB. ademas,
activa positvamente la transcripcidn de Hpr, lo que abre la posibilidad de que AbrB
participe indirectamente en el mecanismo de represion de diversos genes, al afectar la
cantidad de Hpr disponible.

Finalmente algunos genes sujetos & represion catabdlica (hur y bgl) (Kruger et al,
1996 y Fisher et al, 1994), también mantienen bajos sus niveles de expresion, por un
mecanismo altemo que se denomina terminacion temprana. En ausencia del inductor, la
transcripeion se detiene cuando se alcanza el terminador temprane. que se locajiza a unas
cuantas bases del SIT, mientras que en presencia de un antiterminador activo, por ejemplo
LicT, la wransenipcidon procede hasta completar el gen. Aunque no se conoce todavia &
detalle de como interactia el antiterminador con el inductor o con el sistema general de
represion mediada por Hpr, se ha demostrado que diversos antitenminadores. entre ellos
LicT requieren de Hpr-His-P, probablemente por medio de una transferencia de fosfatos
(Kxuger er al, 1996). Es pertinenete aclarar que Hpr se fosforile en la histidina ubicada en la
posicion 15, en todas las bacterias. como parte de su funcién en el wansporte de
carbohidratos.



Como puede apreciarse, la represion catabdlica es un mecanismo "de suma
importancia para el funcionamiento de la célula v para el control de genes. en distintos
estados fisiologicos; asi mismo, se apreciz que los mecanismos de desrepresion estin
conectados de alguna forma con las sefiales que desencadenan la esporuiacién. Aungue
{ambién se ha encontrado que la represion catabélica puede acmar—so%m genes dependientes
de sigma E, es decir, propios de estados tardios del desarrollo en la célula madre (Bryan et
al, 1996).

Objetivos.

Ei hallazge de una expresion diferencial de caa;, dependiente de la etapa de
crecimiento o de las condiciones de cultivo, invité al andlisis de la regulacion de la actividad
de esia enzima a lo large del ciclo de vida de Bacillus, en vista de una posible relacion entre
el inicio de la esporulacién y la regulacion transcripcional de la cadena respiratoria. Se
planteé entonces un proyecto de investigacién cuyo objetivo es conocer la regulaciér: y
funcionalidad de la oxidasa terminal caa; en el género Bacillus.

Compo intento inicial se Hevo a cabo la deteccion del gen para la subunidad IJ de caa;
con la intencién de obtener la secuencia nucleotidica del Jocus donde se ubica el operdn que
codifica para esta enzima (Heméndez, $. F. 1994, Tesis de licenciatura). Posteriormente se
modifico la estrategia para imtemar la clonacion del mismo operon, por medio de la
amplificacién de un fragmento cotto del gen craD, que codifica para la subunidad I; el cual se
utilizé como sonda especifica en los andlisis moleculares que agud se descriven.

En este tabajo se buscéd establecer un método confiable para el esmdio de la
regulacién el gen ctaD en Bacillus thuringiensis, duramte distintas fases de su ciclo de

crecimiemo, y asi analizar la relevancia fisiolégica de la enzima ¢aa; dentro de este contexio.
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2. MATERIALES Y METODOS

Mazerial biolégico
En este estudio se utilizé la cepa de Bacillus thuringiensis var. kurstakil. y la

cepa DH5a de Escherichia coli para la clonacion de los vectores,

Condiciones de Cultivo

Se urtilizaron diversos medios de cultivo para €l crecimiento de las cepas
bacterianas. de acuerdo con ias necesidades de los protocolos. Para el crecimiento de
E coli se utilizé siempre medio Luriz Bertani (LB): triprona de casefna 1% p/v, extracto
de levadura al 0.5 % p/v. NaCl 1% p/v. Para €] cultivo de B rhuringiensis se usé como
medio general LB y para el crecimiento en espomilacién se wmilizd la mezcela de sales
descrita por Hanson v colaboradores en 1963. Uno de los medios fermentables que se
utilizd contuvo sacarosa al .1%, 0.1% de extracto de levadura y 0.1% de KoHPO,: el
segundo medio contuva 0.2% de glucosa mas 0.15% de extracto de levadura v 50 mM
de Tris-HCl. pH 7.5. El medio de crecmiento no fermentable consistié de ]z misma
mezela de sales. adicionada con 0.8% de hidrolizade de caseina. 0.32% de acdo
glutimico. 0.21% de DL-alanina v 0.12% de L-asparagina. E] pH de los medios se
ajusté a 7.j con NaQH,

La temperarura de incubacion fue de 30°C para Bacillus. en cultivos aerdbicos
gue se aerearon por agitacion a 200 rpm. con unz cama de aire 3 veces mayor aj
volumen de) cultivo. Lz sincronia de los cultivos de Bacillus se consiguid por el método
de diluciones seriadas (transferencias) y se obtuvieron las cinéticas de crecimiento
mediante e] regisro de Ia densidad odptica a 540 nm, o con el uso de un colorimetro
Klen.

La esporulacidn se consiguié mediante ¢l método de agotamiento de nutrientes
(Hanson et al. 1963). o por el méwodo de resuspension descrito por Sterlini v
Mandelsiam en 1569.

(biencion de membranas

Los cuitivos se cosecharon por cenrrifugacién a 8000 x g por 10 minutos v se
iavaron con amortiguador K;HPQO, 50 mM pH 7.4. MgCl: 3mM. Posieriormenic se
resuspendieron en este mismo amortiguador v las céhulas se rompieron mecanicamen.
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mediante ¢l uso de perlas de vidrio de 0.1 mm de diametro 2 4,500 rpm v 2 vna

temperatura de 4° C en un Dyno-mill (WAB Maschinen-Fabrik). Los restos celulares

fueron eliminados por centrifugacién a 8.000 x g durante 10 minutos, mientras que jas
membranas se recuperaron por centrifugacion a 144,000 x g duranie 40 minutos ¥
fueron lavadas tres veces con el mismo amortiguador y recuperadas bajo las mismas

condiciones.

Andlisis espectral

El andlisis espectral de los citocromos presentes en las membranas de
B thuringiensis (resuspendidas en amortiguador de fosfatos pH 7.4 con glicerol al 50%
v/v v congeladas con nitrégenc liquide) fue realizado con la ayuda de un
espectrofotometro de doble rayo modelo SLM DW2000de (Aminco) La presencia de
citocromaos fue determinada a partir de espectros diferenciales de persulfato de amonio
como agente oxidante, v ascorbaio de sodio (0.3 M en relacién 1:50) o ditionita de

sodio. como agentes reductores, segin el caso.

Electroforésis de proteinas
Las proteinas membranales se extrajeror mediante digestion con SDS al 5%,

glicerol al 15% y f-mercapto etanol al 3%, por incubacién durante 4 minutos en bafio

maria. La concentraciéon de proteinas en el sobrenadante de las membranas
centrifugadas se realizé segin la técnica de Lowry (Lowry et al, 1951).

Las proteinas membranales se separaron por electroforésis en geles de PAGE-
SDS (Laemmlbi, 1970) en un gradiente de 10% a 16%, bajo una cormriente de 3.5 mA de
salida (dentro del gel resolvedor).

Los grupos hemo se revelaron por tincion. con 200 mi de una solucién de
tetrameti] bencidina al 0.045% disuelta en acetato de sodio 0.25 M y metanol al 30%

{Thomas, 1976). E] ge! se incubd en esta solucion durante 2 horas a 30° C con agitacidn

moderada v se reveld adicionando 300 pl de perdxido de hidrégeno. durante 3 minutos.

Obrencion de deidos nucléicos
El ADN total de B thuringiensis se extrajo a partir de cullivos en etapa
vegetativa, Las células se cosecharon por centrifugacion a 8000 x g v se rompieron con
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lisozima 2 una concentracion de 2 mg por mi en NaCl 0.1 M, EDTA 50 mM, pH 7.5, ¥

se incubaron a 37°C durante 10 minutos. Posteriormente se adicond SDS a una
concentracion final de 3% y se incubd a 65° C por 15 minutes. EI ADN se extrajo con

Fenol-Tris pH 8.0 v se precipitd con 1/10 de acetato de sodio 4 M mas dos volimenes
de etanol frio.

Para la extraccién del plasmido en pequena escalz, se signi¢ el método de lisis
alcalina (minipreps) reportado por Maniatis en 1982. Para la purificacion en mayor
escala se utilizaron las columnas de imercambio de Quiagen, segin las especificaciones
del proveedor.

El ARN tota] de los cultivos bacterianos se extrajo por lisis con fenol-acido e

incubacién a 60°C segin el método descrito por Alba en 1981.

PCR

Los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion por PCR se disefiaron a
partir de las secuencias utilizadas por Quirck v colaboadores en 1993, para la
amplifiacién de un fragmento del gen ciaD de Bacillus firmus, a la cual se adicionaron
extremos con sitios de corte para las enzimas de restriccion EcoRI v Bam HI. La
secuencia final se analizd con el programa OLIGO 4.03 (Primer analysts software) 1952
de National Biosciencies Inc. Como secuencia blanco se utilizé ej operdén Cra publicado
por Saraste y colaboradores en 1991, con mimero de acceso: X54140 EMBL.

Los expermientos de PCR se llevaron a cabo con los componemes del “Gen
Amp Kit” de Perkin Elmer. Las condiciones de la reaccién fuerow las siguientes: 0.2 pg
de ADN total de Bacillus thuringiensis como molde, .4 Wg de los oligonucledtidos, 200
UM de desoxinuciedtidos trifosfatados (Pharmacia), v 1 U de la enzima Taq polimerasa
en un volimen final de 50 wi. Se usaron un total de 30 ciclos de amplificacion: en el
primero de ellos la desnaturalizacidn inicial fue a 95° C, durante 3 minutos, seguido de
un alineamiento inicial a 30° C por 1 minuto y una extensidn a 72* C por | minuto. En
los 29 ciclos restantes Ja desnaturalizacion se llevé a cabo a 92° C por 3 minutos, ¢l

alincamiento a 32° C por lminuto, y Ia extensién a 72° C por 1 minuto.
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Clonacion

Para clonar el fragmento amplificado se utilizé el “TA clonmg Kit” de
INVITROGEN. La wransformacién se luzo con células competentes preparadas de
acuerdo al protocolo descrito por Maniattis en 1982, Se utilizé ampicilina. como agente

seiectivo. & una concentracion de 100 pg por ml en placas de medio LB, adicionadas

con IPTG v X-gal a una concentracién final de 5 mM y 40 pg por mi respectivamente.

Secuenciacion

El ADN utilizado para la secuenciacién, se obtuve mediante fa iécnica de
minipreps ¥ se purific con fenol-cloroformo-isoamilico. L secuencia se obtuvo con el
meétodo de dideoxinucledtidos (Sanger et al, 1976) con el Kit de Sequenasa de USB, y
segun las especificaciones del proveedor. Se utilizo el primer universal (forward) de
Stratagene, amplificando en presencia de adenina marcada con $% y se reveld e

resultado mediante electroforésis en un gel de acrilamida/urea, al 6% a 50° C y

exposicién en una placa fotogréfica durante 14 horas.

Marcaje de las sondas

Los plasmidos Wé y Crylll contienen al fragmento amplificado y un fragmento
del gen crylil4 de B thuringiensis respectivamente (ver figura 3.9). Estos plasmidos se
digirieron con EcoRl, y los fragmentos liberados se recuperaron a partir de agarosa de
bajo punto de fusién al 1.2% por watamiento con Gelasa (Epicentre). Las sondas se
marcaron con fluoresceina por el método de “random priming” con los componentes del

“Vistra Fluorescence Kit” (Molecular Dynamics y Amersham Life Sciences),

Northern blot
El ARN extraido se denaturalizé en amortiguador MOPS 1x (MOPS 20 mM.
acetato de sodio 8 mM v EDTA 1 mM) adicionado con formaldehido al 16% ¥

formamida al 50%, y calentando a 65° C durante 5 minutos. Posteriormente se separé

por electroforésis en agarosa al 1.2% en MOPS 1x, adicionado con formaldehido al
2.4%. A) amortiguador de cormida se le agregé formaldehido al 0.24 %.

Ei ARN separado por electroforésis se transfirié por capilarided a membranas de
nvion en solucion de SSC 5x (NaCl 0.75 M, citrato de sodio 0.075 M. pH 7.0) v se
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entrecruzo por irradiacion con luz UV, durante 3 minutos. Las membranas se incubaron

2 horas en solucion de hibridacién (BSA al 1%, NaHPO, 0.5 M v SDS al 7%) a 65° C

para luego trasladarlas a solucion de hibridacion nueva con 10 ng de sonda marcada,

previamente desnaturalizada. La temperatura de hibridacion fue de 60° C para W6 y 65°

C para Crylll, durante ur tiempo aproximado de 18 horas. La sefial se reveld de acuerdo
con las instrucciones del *kit” de marcaje v se analizé mediante el uso de un equipe

Storm {Molecular Dynarnics)



3. RESULTADOS

De acuerdo con repories previos (Garcia-Horsmén et al, 1994). ia citocromo
oxidasa caa; de B cerews se expresa diferencialmente de acuerdo con la etapa de
crecimuento v las condiciones de cuitivo (Lauraeus et al, 1991). Dado que B cereus ¥
B thuringiensis son dos especies que guardan una estrecha relacion filopenética. se
decidi¢ determinar la presencia de caas en ésta uilliima. con el proposito de usaria como
modelo para el andlisis de expresion genética; v para ello se realizé un andlisis
especrofotométrico de las membranas de B rhuringiensis obtenidas en las etapas
vegetanva ¥ esporulante.

En la figura 3.} se muestran los resultados de este andlisis, y en ella se puede
observar la presencia de un méximo de absorcion a los 600.7 nm en el espectro hecho
con membranas de células vegetativas. correspondiente a la sefial caracteristica de la
oxidasa aa;. En contraste. las membranas esporulantes muestran un corrimiento del pico
hasta los 603 nym. lo cual indica fuertemente la presencia de caa; en esta etapa: también.
se observa un incremento en la absorbencia a 547 nm. la cual puede estar relacionada con
un incremenio de la cantidad de citocromos del tipo ¢ asociados a la membrana.

Para poner en clarc la diferencia entre las sefiales correspondiemes a ambas
oxidasas (600 v 604 nm) se analizaron los espectros reducido menos oxidado de las
membranas de las céjulas esporulantes. mediante el uso de agentes reductores que donan
electrones a diferentes niveles de la cadena respiratoria bacteriana. Estos fueron: a)
ascorbato. que reduce preferentemente a los citocromos ¢. y b) ditionita. que es un
reductor fuerte que no discrimina entre los tipos de citocromo presentes en la cadena En
ia reduceidn con ascorbato se observa un maximo a los 602.8 nm (figura 3.2B) mientras
que en el espectro con ditionita el maximo se encuentra a los 600.1 nm (figura 3.2B). La
tltima de estas sefiales es propia del citocromo aa,. aunque la otra al parecer no
corresponde por comipleto a la oxidasa caa;. Si se hace una resta de ambos espectros. s¢

oblendra un patrdn que resalia a aquellas especies que fueron reducidas preferememente
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Figura 3.1. Analisis espectral de las membranas de Bacillus thuringiensis Se
muestran 1os espectros reducido menos oxidade de jas membranas obtenidas de culuvos
en fase vegelativa {Veg) v en fase esporulante (Esp). Se observa un commiento hacia el

10)0 en el méximo para la oxidasa terminal en las membranas esporulantes.
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gura 3.2 Espectro diferencial de las membranas esporulantes de Becillus
thuringiensis. Espectro reducide menocs oxidado de A) membranas reducidas con
ditionita. B) membranas reducidas con ascorbato y C) B-A. Se observa una fuene seiial a
los 606 nm. gue corresponde a la oxidasa caa3.

-



con ascorbato En el especiro diferencial que se muestra en lz figura 3.2 C, en donde se
observa un pico muy corrido hacia el roj0: en 606.4 nm que corresponde a la oxidasa
cads, pero gue estaba oculto en el especiro con ditionita. debido a que lz reduccion
indirecta de aa; por el ascorbato dio lugar a la suma de ambos méximos, lo gue dié como
resultado una sefial intermedia a 602.8 nm. De aqui s¢ desprende que en las membranas
esporulantes de B thuringiensis estan presentes ambos tipos de oxidasa.

De acuerdo con los resultados espectrofotoméiricos, el patrdn de expresion de
ambas oxidasas es muv semejante & o reportado para Bacillus cereus. No obstante, se
buscd la corroboracion de estos datos mediante la deteccién de la subunidad Il de I
oxidasa caa; en las membranas de las células en los estados vegetativo v esporuianie. Lo
amierior s¢ consiguié. mediante una tincion especifica para los ¢itecromos de tipo ¢. en
una elecwroforésis de las proteinas membranales totales. Para eflo. se obiuvieron
membranas de células en ambos estados y se digirieron con SDS v mercapto-etanol: la
porcion soluble se separard en geles de PAGE-SDS, para después tefirse con
tervametilbencidina. que revela s6lo a aquellas proteinas cuye grupo hemo permanece
unido. aiin después del proceso de digestion. Tales grupos hemo son exclusivaments los
de] tipe C, pues son los iinicos que forman enlaces covalentes con el polipéptido.

En ¢} carrl correspondiente a la etapa esporulante de lz figura 3.3, se observa
claramente ia presencia de un polipéptido que se ubica en la misma posicion que l
subunidad 11 de la oxidasa caz; de Bacillus cereus: cerca de los 37 kDa. segin lo
reportado por Garcia-Horsman v colaboradores en 1991, En el carril correspondiente a la
etapa vegelativa este polipéptido no estd presente. Por lo demas. también se observa que
el nive! general de citocromos tipo ¢ en las células vegetativas es mas bajo. lo cual
también coincide con lo reportado previamente en Ja literatura ¥ con los datos
espectrofotometricos que agui se han presentado. Con todo elio se puede concluir que en
B thuringiensis la oxidasa caa; también se expresa diferencialmente de acuerde con la
etapa de crecimiento.

Con base en los resultados amteriores se prosigui¢ al andlisis del patron de

expresion de] ARNm correspondiente a la citocromo oxidasa caa;. Para ello. se diseho
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Figura 3.3, Citocromos tipo ¢ de Bacillus thuringiensis. Aqui se muestra la tincién con
bencidina de las proteinas membranales totales separadas por electroforésis en PAGE-SDS.
En el camil derecho se comieron come control las proteinas membranales de B cereus,
donde se detecian polipéptidos de 37.5, 29, 25 v 14 kDa cuya identidad ya ha sido
detertninads {Del Arenal et al, 1997). Los otros carriles corresponden a las proleinas
membranales de B thuringiensts en etapa esporulante (al centro), ¥ en etapa vegetativa (a la
derecha). Se puede observar que el polipéptido de 37 kDa no se deteeta en las membranas
de etapa vegetativa de B rhuringiensis. pero si estd presente en las esporulantes,



una estrategia que se muestra en la figura 3.4 que permitiria. en principic. detectar la

presencia de un gen homologo a ciaD en B thuringiensis, y posieriormente analizar el

Disefio de oligonuclettidos
|
PCR

L

[Secuenciacién i Cultivo v cosecha de células
L |
Marcaje de la sonda Aislamiento de RNA total
N /
Hibridacion

Figura 3.4. Disefio experimenta)

patrén de expresion wemporal. con el uso de una sonda homdloga en experimentos de
tipo Northern. Se decidic abordar el problema mediame la amplificacién por PCR.
debido a que en principio no se cuenta con un banco gendmico de Bacillus thuringiensis
que facilite obtener un fragmento con la mayor parte de los genes del operén. Por otro
fado. aungue éste existiera, habria que tener también una sonda suficientemente
especifica para detectar Ja clona correspondiente, sin riesgo de una hibridacidn cruzada
con secuencias genéticas distintas. En el sentido inverso. si se pudiera utilizar una sonda
heterdloga para la deteccion del gen. previo a la clonacion, habria que encontrar la forma
de cionar el fragmento detectado. De este modo la amplificacion de un fragmento del gen
cumple con la doble intencion de generar un fragmento especifico que puede servir como
base para avanzar en ia secuenciacion del operén v como herramienta para la hibridacion

con ¢l ARNm



Antes de legar a la deteccion del ARN. se valoraron diversos enfoques para
definir la estrategia mas adecuada en los pasos previos. Imicialmente se pensé en el gen
ctaC. de la subunidad IT de la oxidasa. como el mejor candidato para un analisis que
mostrarz especificamente la expresion de casy pues al amplificar un {ragmenio
conformado por las dos regiones de la proteina: ja parte homdlogs a ag; més el dominio
dei citocromo ¢ fusionado. se obtendria inequivocamente un amplificado propio de caa;.
Para disefiar ios oligos se procedit al alineamiento y andlisis de diversas secuencias de
oxidasas terminales para definir 10s sitios mas conservados de la enzima.

Como resultado de] analisis se construvd un modeio de la estructura de la
subunidad I en la membrana v se disefiaron los oligonucledtidos idéneos. Sin embargo. el
error de este enfoque consistic en womar como base Iz secuencia consenso de una
subumdad cuyo nivel de conservacion es demasiado bajo (16%). lo cual forzd ia eleccién
de los sitios con un nivel de conservacion mayor al 80 %. como molde para los oligos. En
consecuencia la diferencia en el punto de fusion de cada ohgo fue de varios grados. v el
nivel de severidad en la temperatura de alineacion del PCR renis que ser bajo, lo que
originé gran cantidad de alineamientos inespecificos.

Aln cuando se lograron establecer las condiciones adecuadas para enriquecer ef
fragmento deseado: la necesidad de eliminar 2 los fragmentos “contaminantes™ para
evitar que imerfirieran con iz identificacién de la colonia correcta duranie la clonacion.
condujo al empleo de diversos métodos de purificacion del fragmento que dificultaron el
proceso de cionacion,

En busca de faciltar e] proceso se modifico la estrategia y se decidid wilizar al gen
ctaD (subunidad I) como punto de partida para ia clonacién ¥ secuenciacion del operén
caa;. La ventaja del uso dei gen craD. es al mismo tiempo una limitante. Por un lado €
alto nivel de conservacion que existe entre todas las subunidades principales de la famiiia
de las oxidasas hemo cobre {en este caso mayor al 60%). permite un mayor intervalo
para la eleccion de sitios conservados para el disefio de oligonuclediidos con puntos de
fusion semejantes. y por otro. favorece la posibilidad de amplificar miltiples genes que
no correspondan a la enzima que se busca. por cjemplo aa;. No obstante. esia

posibilidad se ve disminuida si se toma en cuenta ¢l alo nivel de severidad con que sc



puede wabajar, aunado a que lz eleccion de los sitios se basé en las secuencias utilizadas
por otros autores eb la deteccién de este gen en otras especies. Los oligos utilizados se
diseharon con base en Jas secuencias wilizadas por Quirck v colaboradores en 1993. para
la ampitficacidn de un fragmento del gen ctaD en Bacillus firmus v que a su vez habian
sido wtilizados por Saraste y colaboradores en 1991 para la deteceion de este mismo gen
en Bacillus subrilis. La secuencia final de los oligonucledtidos utilizados puede apreciarse
en la figura 3.5; Los sitios menos conservades en los genes cuya secuencia ya se ha
reportado, se resaltan con una letra N, sefialando que estos oligos son degenerados en
1ales posiciones. Ademas de esto. se adicionaron sitios de reconocimiento para enzimas
de reswriccién en el extremo 57 de ambos oliges. con la finalidad de facilitar los
procedimientos de clonacion que se llevarian a cabo posteriormente: también. al inicio de
cada uno de estos sitios se incluyd una secuencia de tres nucledtidos (gge) para permitr

el posicionamiento adecuade de las enzimas de corte a utihizar.

— A B c D1_z‘EF|—-
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Oligo 1: ggcggatccGNCACCCNGAGGTNTACAT { 70.8 °C}
Oligo 2: ggcgaattcACATGTGGTGNACCCANACCAT ( 68.0 °C)

Figura 3.5. Oligenucledtidos disefiades. En la parre superior de la figura se muestra ia
ubicacion de Jos sitios de unién de los oligos 1 y 2 al gen ctaD v ia barra representa el
fragmento que amplifican La secuencia de jos oligos se muestra en direccion 5° a 3", Los
nucleotidos seftalados con lerras minusculas son aquelios que se ahadieron comao sitios de
corte para ias enzimas BamHI (oligo 1} v EcoRl (oligo 2) v las letras cursivas son
nucledtidos que se adicionaron para mejorar la union de las enzimas. Entre paréniesis se
indica la temperatura de fusion calculada para cada uno de ellos.

Se realizaron varios experimentos de amplificaciéon por PCR con a los oligos 1 3
2. hasta conseguir un fragmento tnico de aproximadamente 150 pb (figura 3.8 Las

condiciones finales se describen en detalle en la seccién de Materiales y Métodos.



Figura 3.6. Amplificacién por
PCR de un fragmento del gen
ctaD de Bacillus thuringiensis.
Electroforésis en gel de agarosa al
1% del producto de PCR obtenido a
partir de ADN total utilizando los
oligonucledtidos 1 y 2. Se observa
una banda cercana a los 160 pb. A)
Marcador de tamafios moleculares,
B) Producto de PCR.

aunque es imporiante sefalar que la temperatura de alineamiento fue de 58 grados
centigrados, gue es lo bastante alta para brindar confiabilidad en cuanto 2 fa especificidad
de la amplificacion.

Después de asegurarse de la reproducibilidad de los resultados. se probaron sin
éxito diversos métodos para la purificacion, corte y lgacion del fragmento de
amplificacién con el vector comercial “Bluescript”. Finalmente. se aplicé una estrategia
de clonacion basada en ia propiedad que presentan algunas ADN polimerasas, como la
Tag. de adicionar una adenina libre en e} extremo 3’de la cadena recién sintetizada. Para
elio se wtilizé al vector comercial “PCR™ que contiene una timina en el exreme 5° de
ambas cadenas. Con ei uso de este método se obruvieron 17 colonias transformantes
positivas (blancas en el ensayo de B-galactosidasa).

Se exwajo €l plasmido de las colonias wansformantes ¥ al corie con EcoRl se
liberé en 10 de elias un fragmento de 160 pb aproximadamente. Estas clonas se
guardaron y se usd una de ellas: W6 para la secuenciacién. La secuencia obtenida se
muestra en a figura 3.7, en la cval se presenta una comparacion del fragmento clonado
‘con una regién del gen ctaD en B subrilis. De esta comparacidn se puede concluir que en
efecto, el fragmento que se amplifics corresponde a una regién de un gen homélogo a
ciaD en B thuringiensis.

Es pertinente mencionar que una vez que S¢ contd con la sonda de 160 pb se
intentd construir una biblioteca gendmica pareial para obtener la secuencia nucleotidica
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Figura 3.7. Comparacion de las secuencias de los genes para ia subunidad I de la
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citocromo oxidasas caa3 de tres especies distintas del género Bacillus, contrs la
secuencia del fragmento amplificado (w6). Bs: B subtilis gen craD. numero de acceso a
Genbank D85547 (Fukumori et al. 1996). PS3: B stearothermophilus PS3 gen caaB,
nimero de acceso a} Genbank D11038 D00245 (Sone et al. 1988). Bf: B firmus gen ctaD,

nimero de acceso al Genbank M94110 (Quirk et al, 1992). La secuencia del fragmento wb
s¢ muestra en negritas, v debajo de ellas se muestra ¢l alineamiento de las secuencias antes

mencionadas. Los nucledtidos que ocupan la misma posicion respecto z la secuencia de wé

se marcan col un punto; v las letras sefialan las diferencias. Los huecos que se introdujeron

para optimizar ¢] alineamiento se indican con un guién.
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compieta de los genes de caas, en B rhuringiensis, no obstante. al parecer todos los
procesos de purificacién de} ADN a pardr de agarosa disminuveron fuertemente la
posibilidad de ligar ios fragmentos a un vector, por ¢ que no se avanzd més en £sta parte
del provecio.

Con el fragmento amplificade correspondiente a ciaD de B thuringiensis. se
procedid luego a la deferminacion del patrén de expresion del ARNm duranie ¢ cicio de
vida de ln bacteria.’ Para ello se realizaron cultivos de B thuringiensis en medic
fermentable (medic (), v se eligieron cuatro puntos en la curva de crecimiento: el
crecimiento logaritmico. ¢} imcio de la etapa estacionariz y dos puntos propios de iz
esporulacion temprana. Las céluias en etapa logarimmica se cosecharon a las 4 horas de
iniclado €] cukiive. con una densidad aproximada de 160 unidades Klett (UK). el punto
de inflexion de la curve de crecimiemto; justo cuando el crecimemo deja de ser
exponencial. s¢ toma como t0 (205 UK) ¥ nempos de 2 y 4 horas después corresponden
a2 v t4 { figura 3.8). Posteriormente se extrajo el ARN wital de las céhulas cosechadas.
se cuantifico v se separd por electroforesis en condiciones desnaturalizantes. E] ARN
separado se transfirié por capilaridad a una membrana de nylon. v se utilizé para los

experimenios de hibridacidn con las sondas correspondientes.

T T, T4
0 v v
¥+
log
+
2 4 ] 8 10
Tiempo (h)

Figura 3.8. Tiempos de cosecha para Ia extraccién de ARN. En la grafica se muestra
la curva de crecimiento de B thuringiensis culivade en medic fermentable. Las flechas
indican los tiempos de cosecha: log = crecimiento logaritmico: T2 v T4 significan 2 1 4
horas después de TO.




Las sondas que se utilizaron fueron: Wé v CryIHi (figura 3.9). La primera de ellas
es precisamente el fragmento de 160 pb amplificado por PCR (ctaD de Bacillus
thuringiensis), v ia segunda es un fragmento de 675 pb, correspondiente al gen cryli/4 de
B thuringiensis. que se utilizé como control de expresion. debido a su alw mvel de

transcripcion ¥ a su bien conocida regulacion temporal.

675pb
160pb —

[ Er N P—

EcoRl EcoRI EcoRl
EcoRl

m NSH “0 Xhol

Figura 3.9. Sondas utilizadas para ctaD y crvIl. En la figura se observa un esquema
de los piasmidos Wé ¥ Cry, de los cuaies se obtuvieron las sondas Weé v Cryll)
respectivamente, al corte con EcoRl.

Los resultados de la hibridacién se muestran en la figura 3.10: En la parte A se
muestra ¢l resultado de lz hibridacién de) ARN total con la sonda Crylil: se puede
observar que en las células en etapa logaritmica se detectan niveles bajos de ARN Jos
cuales crecen. de manera exponencial, 4 partir del tiempo 0. Este patron coincide con lo
reportado para este gen (Salamitou er al. 1996). cuyo mensajero estad presente. aunque en
niveles bajos, desde dos y hasta una hora antes del inicio de la esporulacién (1-2) v se

activa a partir del inicio de la fase estacionaria con su maximo en t5,
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Figura 3.10. Expresion de ctaD en medio fermentable. En ia parte A, se muestra ¢l
resultado de la hibridacion contra erylll y en la parte B. ia hibridacién contra W6, En
ambos casos se observa un incremento en Ja sefial conforme avanza la etapa estacionaria.

En la parte B de la figura 3.10, se observe practicamente el mismo patrén de
expresion; niveles muy bajos de una banda de 4 kilobases (kb) en la etapa logarimica,
que se incrementan (aunque 12l vez no de manera exponencial), conforme se avanza en la
esporulacion. Debe resaitarse que a diferencia del gen Crylll, el ctaD es un gen que se
expresa a niveles mucho menores, por lo que el nivel de deteccidn serd necesariamente
més bajo. Ademas, se observa una banda ténue por encima de la banda de 4 kb cuyo
tamafio debe ser cercano z los § kb. Esta segunda banda presenta, al parecer, una
regulacién temporal diferente, con un miximo en el tiempo 0 y un descenso gradual
conforme se avanza en a esporulacion. La banda de 4 kn corresponde perfectamente con
el tamafio esperado si el operén se transcribe desde ¢iaC hasta craF (Wachenfeid: v
Hederstedt, 1992), v se expresa de acuerde con lo observado en los datos bioquimicos

presentados con anterioridad. Por su parte la banda superior de origen incierto, podria
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Figura 3.11. Expresién de ctaD en medios fermentable y no-fermentable. Se
muestran ios resultados del Northern Blot utilizando las sondas W6 (parte A) y Crylll
(parte B). El medio fermentable se indica como +Gluc (con glucosa) y el medio no
fermemtable se indica como —Gluc (sin glucosa). El tempo de cosecha después de la
resuspension se indica en minutos: 0, 15, 30y 60

corresponder 2 un segundo transcrito a partir del gen ctaB en el mismo operén. Quirck y
colaboradores (1991) obtuvieron resultados similares para Bacillus firmus. pero la
evidencia no es definitiva.

Los resultados anteriores mostraron que a diferencia de lo que se esperaba. craD
de Bacillus thuringiensis no es un gen exclusivo de la esporulacion, puesto que se detecia
desde la fase de crecimiento exponencial. No obstante. el nivel de expresién en esta etapa
fue muy bajo, por lo que tal resultado podria deberse a una falta de sincronia en el estado
fisiologico de las bacterias de la poblacion en cultivo. Se decidié entonces modificar el
método de induccién de la esporulacién por otro que asegure la sincronia de Jas células en

cultivo. E] método de resuspension consiste en cultivar a las bacterias en un medio rico.
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hasta una densidad Sptica propia de la etapa logaritmica media, ¥ cosechaslas por
centrifugacién para resuspenderlas en un medio pobre que induce la esporulacidn de
manera sincrénica. La hibridacion se llevé a cabo con el ARN totai extraido de las céhulas
cosechadas a los tiempos 0 (logaritmico). 15. 30 v 60 minutos Ademas, se hicieron
cultivos en medios fermentabie v no fexmentable con la intensién de comparar fos niveles
de expresién en ambos medios con base en lo reportado para Bacillus subtilis {Saraste et
al, 1991},

En la parte A de la figura 3.11 se muestran los resultados obtenidos con las
células cultivadas en medio con ghucosa: Ia seccién de ia izquierda corresponde z Ia
hibridacion contra W6 v ia de la derecha contra crylll. Se puede apreciar claramente bn
incremento gradual en la sefial para crylll desde la fase logaritmica hacia las etapas
posteriores; un patron semejante se observa para el gen craD, aunque debido a la
degradacién del ARN extraido y a los niveles bajos de wanscripcion. no es posible hacer
unz distineién clara en e) tiempo de activacién del gen Sin embargo. en el medio ne
fementable {parie B) es claro que el mensayero de otaD estd presente v en grandes
camidades desde la etapa logaritmica. lo cuat confirma definitivamente que e} gen se
puede expresar ain desde la etapa logaritmica de crecimiento y que su activacién no slo
depende de las sefiales fisiolégicas de Ia esporulacién, sino del estado nutricional de la

bacteria.
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4. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

El andlisis detallade de la cadena respiratoriza bacteriana, permite una
comprensién mas profunda de los mecanismos que subyacen a la adaptacion fisiologica
de las células, a las distintas condiciones de tension metabdlica a las que estan sujetas.
Uno de los periodos mds criticos en ia adecuacion de los recursos metabélicos de algumas
células bacterianas, es la transicion de la etapa de crecimiento vegetative a la etapa de
esporulacion, en la que las bacterias adquieren un estado diferenciado que presenta
requierimientos bioenergéticos distintos (Escamilla et al, 1986).

En Bacillus cereus se observa una acomulacion de la oxidasa terminal caa; durante
las fases iniciales de ia esporulacién (Garcia-Horssman et al, 1991). Esta enzima, que
parece no aporiar alguna ventaja fisioldgica a la célula, esta distribuida a través del género
Bacilius y se acumuia en las membranas bajo condiciones may diversas. aunque todas
ellas con el comin denominador de representar condiciones de tensién metabdlica, De
esta forma. la citocromo oxidasa caa, podriz tener un papel fisiologico relevante gue debe
ser definido. Una de las aproximaciones a este estudio es el andlisis de la expresion de los
genes que la codifican, Jo cual puede arrojar informacién sobre los mecanismos que la
regulan v sobre los procesos fisioldgicos con que se relaciona.

En este sentido se decidio analizar el patron de expresion  del gen que codifica
para la citocromo oxidasa caa; en Bacillus thuringiesis con la finalidad de establecer un
modelo para el estudio de Ja regulacion genética de esta enzima. Dicho modelo presenta
las ventajas de a) poseer una amplia gama de herramientas genéticas previamente
desarrolladas; b) de tener bien caracterizado el patrén de expresién de algunos genes
(especialmente cry); ¢) de concentrar un gran interés biotecnologico; y d) de ser un
pariente muy cercano de Bacillus cereus, con lo cual préacticamente se tienen por
conocidos muchos de los rasgos bioquimicos de su cadena respiratoria.

Iniciatmente hubo que verificar la presencia de Ja enzima en las membranas de
Bacillus thuringiensis, mediante €] analisis de sus firmas espectrales y por la deteccion
de sus componentes polipeptidicos. De acuerdo con los resultados, ja oxidasa caa;. con
un maximo de absorcién cercano a los 605 nm. en espectro reducido menos oxidado. se
detecta s6lo en las membranas de las células esporulantes. Por otra parte la subunidad I!
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caracteristica de la enzima no se observa en las membranas de las células vegetativas,
pero si estd presente en ia etapa esporulante, acompaiada por un Incremento en el nivel
total de citocromos del tipo C. Estos datos indican gue Ja presencia de la enzima en las
membranas de B thuringiensis sigue el mismo patron que se observa en B cereus (Garcia-
Horsman et al, 1991), lo que sugiere que la citocromo oxidasa cas; €5 una enzima

asociada con la esporulacion.

Bacillus thuringiesis posee un gen homologo a crald

La presenciz de un polipéptido cercano a 35 kDa con un hemo tipo C unido
covalentemente, caracteristico de caa; (Del-Arenal et al, 1997), confirmé la presencia de
la proteinz ep las membranas, aunque su identidad preciss, debia esperar a ser
corroborada por medio de la deteccion del gen correspondiente (ver figura 3.3). Se buscé
entonces localizar a los genes del operdén cta (citocromo oxidasz) que codifican para las
subunidades cataliticas v proteinas accesorias de cas:. Aunque iz subunidad distintitiva
de esta oxidasa es la numero II, se eligié a la subunidad 1 por ser la gue presenta el
mayor nivel de conservacion (Saraste, 1990). Los resuitados de la amplificacién.
clonacion y secuenciacion de un fragmento que asemeja al gen ctaD (subunidad I de caa;).
indicaron la presencia de un gen homélogo en B thuringiensis y sirvieron como punto de
partida para el andiisis de la expresién a nive] gepétice. Es imporante aclafrar en este
sentido que no existen reportes previos sobre la deteccidn ni 12 caracterizacién

bioquirnica o genética de la oxidasa en esta especie.

El ARN mebsajero del gen ctaD se acumula durante la etapa estacionaria.

Como se planteé inicialmente, la citocromo oxidasa caa; de B rhuringiensis
mantiene ¢l mismo patrén de expresion temporal observado en B cerews. Esto
significaba, en principio, que ias mismas hipdtesis podrian ser validas para este modeio,
es decir, que la oxidasa caa; es una enzima especifica de la esporulacién.

Como se sabe, la esporulacion es un proceso altzmeme regulado; Ja presencia de
los polipéptidos componentes de la enzima. su firma espectal. o ain su actividad
enzimatica. rio identifican e| momento exacto en que la célula injcia su sintesis ¥ no nos
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permiten correlacionar su activacion con ef proceso fisioldgico en curso. La activacién de
una enzima ocurre propiamente cuande se inicia Ia transcripeion de sus genes. Por esta
razon, es importante hacer un analisis del parén de expresion temporal de los genes de
la enzima por medic de la deteceion de su ARNm en expenmentos de Northern blot.

Los resultados al respecto mostraron que €] ARN mensajero de la enzima esta
presente ya desde Ja etapa logaritmica de crecimiento (figura 3.10). Se detectaron dos
bandas de hibridzcién: la primera con un tamafio de 4 kb gque corresponde al fragmemnto
esperade v otra ligeramente mayor de la cual e hablara posteniormente. La intensidad de
la banda de 4 kb refleja la cantidad de mensajero presente y muy probablemente el nivel
de transcripcion del gen ctal), en el momento de la cosecha ¥ bajo esas condiciones de
caltive. De aqud se desprende gue ¢} gen se encuentsa activo en esta etapa. aungue sea 3
niveles bajos vy que es muy probable gue no sea dependiente del estado de diferenciacion.

No obstante, lo anterior no invalida los resultados previes, pueste que al tiempo
0, es decir. a} inicio de ja fase estacionaria, se da un incremenio muy importante ep &l
nivel del mensajero, que prosigue en etapas posteriores (1,). Esto significa dos cosas: que
el gtaD sigue efectivamente un paén de expresion temporal. que lo lleva 2 mantener
niveles mayores de caa; durante 12 esporulacién, o bien su ARN mensajero se degrada
menos durame esta etapa. 5i lo anterior es cierto. la carencia de caa; en la fase vegetativa.
observada con los experimentos anteriores. se debe al nivel de resolucion de los mismos,
que llevan a la deteccion de la enzima, sélo cuando su concentracién ha gicanzado un
cierto valor critico,

Al comparar €] patron de expresion de ctaD con €l de crylll4 se observa una
notable semejanza. E) gen eryfll4 es un gen propio de lz fase estacionaria. que no
depende de las seflales de esporulacién para wranscribirse pero que multiplica su
actividad poco antes del t0 hasta alcanzar una expresién maxima durante la formacion de
las preesporas (Salamitou et al. 1996). Dada esta semejanza se podria pensar que craD

estd regulado por mecanismos similares a los que regulan a eryll4.



ctaD de Bacilius thuringiensis se induce por la composicion del medio de
crecimiento.

La razdn para pensar que ctaD es un gen de fase estacionaria, es que so sintesis
se inicia antes de la transicion 2 la etapa esporulante, pues el ARN exiraido pertenece a
células cosechadas aproximadamente 1.3 horas antes det t0. Esto también se cumple para
orvllid, y sin embargo con los resultados iniciales no se sabia si la sintesis de) mensajero
se inicia antes, es decir, durante ¢l crecimiente logaritmico temprano. Cabe emtonces la
posibilidad de que lz sefial gue se detecta en la fase logaritmica, se deba a una falta de
sincronia en €] estado fisiolégico de las bacterias de 1z poblacion, ain cuando se hicieron
diluciones continuas para evitarlo. Para aclarar este punto se wufilizd e método de
resuspension para inducir Ia esporulacion (Sterhmi ¥ Mandelstam, 1969). Las células
recién resuspendidas (en frio) corresponden a células en etapa logaritmica ternpranz o
media; pero cuando se regresan & la temperatwra de crecimiemio, estas bacterias
responden a la carencia de nutrientes esporulando. En este caso las bacterias mosiraron.
de nuevo, un parén de expresion similar al de cryllld. vy similar al de los experimentos
anteriores, cor: niveles rouy bajos a tiempo 0 (momento de la resuspension) y un
incremento continuo y casi immediato hacia los tiempos posteriores (figura 3.11). H
nivel de la sehal para cral en este experimento fue muy baje ¥ poco evidente por la
degradacion del ARN; sin embargo, ya se alcanza a distinguir una sefial 2 los 60 minutos.
io que sugiere que también aqui Se repitié el pairdn anterior. aunque sin permitir la
definicién de la presencia del mensajero en Ja etapa logaritmica,

Aforunadamente este experimento se realizé por duplicado, y se analizd el
crecimiento en dos medios de composicién distinta: un medio fermentable. como en el
experimento inicial, ¥ uno no fermentable que adicionaria datos sobre la posibilidad de
que el czaD de Bacillus thuringiensis ambién fuera regulado por la composicidn del
medio de cultivo como en Bacillus subtilis, Los resultados en el medio sin fuente
fermentable fueron completamente distintos. Por una parte no sdlo se observd al ARNm
desde la etapa logaritmica (tiempe O). sino que el nivel de expresion fue muy alto.

inclusive mayor gue en etapas posteriores. Esio llevé a concluir que el ctaD también estd
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regulado por ia fuente de carbono y a concluir que definitivamente su regulacién no
depende directa o exciusivamente de la esporulacion.

Los genes de esporulacién son dependientes de sigma H, cuya sintesis es uno de
los primeros acontecimientos de este proceso v ocurre por medio de SpoQA fosforilado
(Perego et al, 1994). Al detectar czal) desde la fase estacionaria queda implicito que su
sintesis puede ocurnir a partic del factor sigma de fase vegetativa, es decir, sigma A, o
cual podria confirmarse mediante un analisis de la region promoiora.

La regulacién del gen ctaD puede verse afeciada, entonces, al menos por dos
mecanismos distintos: el inicio de la fase estacioparia ¢ 2 composicidn del medio de

crecimmiente; pero jque tienen en comin ambos estados?

:Es ctaD un gen sujeto a represién catabélica?

El inicio de la fase estacionaria estd definido por el agotamiento de nutrientes
cuando las bacterias reducen su tasa de crecimiento y se alcanza un equilibrio entre el
nimero de bacterias que se originan ¥ las que se mueren. La presencia de glucosa inhibe
cualquiera de los procesos que se desencadenan er ia fase estacionaria. excepto el
desarrollo de Ja competencia (Dubnau. 1991), y favorece el estado de divisién vegetativa,
En las bacterias Gram negativas es bien conocido el efecto de represion catabdlica que
ejercen la glucosa v otros azicares de facil asimilacion disponibles en el medio de
ecrecimients (Hueck v Hillen. 1995). La esporulacién es sin duds una respuesta 2 las
condiciones de tensién nutricional 2 las que se enfrenta 1z bacteria durante esta etapa. y
sin embargo, no ¢s la Gnica ni la mas inmediata de las respuestas a ia condicion de ayuno.
antes s inicia la formacion del flagelo o la sintesis de enzimas hidroliticas, que capacitan
a la célula para sobrevivir ante las nuevas condiciones sin necesidad de esporular.

La presencia de caa en bacterias de ambientes exiremos como Thermus
thermophilus, Bacillus siearothermdfilus (terméfilas) o Bacillus firmus (alcaldfila). la
relaciona con condiciones de tension metabolica. Las unicas especies mesdfilas en las que
e ha detectado esta enzima son Bacillus cereus. Bacillus subtilis y ahora Bacilius
thuringiensis. La presencia de caa; puede estar relacionada. entonces, mas que con la
etapa de diferenciacion. con la condicion de tensién nuwicional gue representa la

44



esporulacién. Si bien la composicion del medio de crecimiento no fermentable que se usé
en estos expermientos, estd muy lejos de ser equivalente a una condicidn de ayuno, les
sefiales para la activacion de cierto nlmero de genes que permiten el crecimiento con
fouentes de carbono aliernativas deben ser las responsables de su activacidn.

La represion catabolica es €l candidato més fuerte como mecanismo de regulacion
de Cta. En Bacillus la carencia de ghicosa no “activa™ pero si permite la expresién de
cierto nimero de genes. al facilitar la tramscripeién de los genes reprimidas por el
complejo Cpp-(Hpr-Ser-P) (Fueck y Hiilen, 1995). De esta forma, la wanscripcién de
cta podria no ser una respuesta directa, sino una consecuencia de la falta de represion
inducida por la falta de intermediarios glucoliticos; la misma hip6tesis también podria
explicar los niveles altos de transeripeién de crplll4. Sin embargo, esto va en contra de la
logica de optimizacién de recursos, pues incrementaria el gasto energéuco en una
condicién poco favorable. Lo anterior da la idea de que podria tratarse de una reguiacion
activa, esto es. cabe la posibilidad de que la oxidasa caa; realmente sea necesaria en estas
condiciones.

A pesar de todo, la regulacion por ghucosa no significa que ctaD deje de ser un gen
propio de Ja etapa estacionaria. Ej incremento en la cantidad de transcrito que se observa
con el avance de la etapa estacionaria, podria deberse a factores ajenos a la desrepresion.
Si se toma como base esta posibilidad, se puede ahadir que ya que l2 manscripcién de
ctaD no depende de la esporulacién, como se ha mostrado, entonces debe depender de
sigma A. y en consecuenciz el incremento gradual de ctaD con e] avance de la
esporulacion. sélo seria posibie si existiese un segundo promotor reconocido por sigma
H. Se sabe que la represion catabdlica puede actuar también sobre genes de las etapas
estacionaria y esporualmie pues hay mas de un ejemplo de genes propios de la
esporulacion que estan sujetos a represion catabdlica (Strauch. 1995; Bryan et al, 1996).
Uno de elios es SpoVG: up gen dependiente de sigme B que comienza a transcribirse en
la etapa estacionara y cuye producto se asocia con la formacién de las cublertas
protéicas de la espora, pero se reprime en presencia de glucosa o glutamine, para lo cual
requiere ademds la presencia del sistema de fosfowransferasa (que incluve a Hpr) (Bryan

et al, 1996).
45



Otro punto importante de discutir en relacién a la hipotesis de lz regulacién
catabdlica es el siguiente: En la figura 3.10 se observa la presencia de una banda de menor
intensidad Jocalizada por encima de la banda principal de 4 kb. Esta bands tiene un
tamafio aproximado de 5 kb, ¥ su méxima expresion se da al nempo 0, con un descenso
gradual en etapas posteriores. En Bacillus firmus, Quirk y colaboradores (1993) wvieron
un hallazpo semejante ¥y propusieron un mecanismo de  procesamiento
postranscripcional para explicar sus resultados. Si se analiza la distribucion de los genes
en el operdn cta de Bacillus subtilis, se encuentra que todos los que codifican para las
subunidades de lz enzima se bican en una ynidad policistronica que abarca a los genes
ctaC, ctaD, ctaE v ctaF; mientras que los genes ciad v ciaB se encuentran separados (ver
figura 1.2). El extremo 5°del gen ctaB se localiza aproximadamente a 1 kb de distancia del
mismo extremo en craC. Esto sugiere que la banda de 5kb corresponde al producto de la
transeripeion continua de los genes ctaB a caF. Es posible gue iz banda de Skb sea
procesada para orginar un mensajer0o menor méas estable de 4 kb. Siguiendo esta
hipéresis, es posible que el aumento que se observa en la cantidad de mensajero se deba a
una mayor acunulacion del mismo como resultado de su estabilizacion. Pero, de ser asi.
debe existir un mecanismo responsable del cambio en el sistema de procesamiento.

Basandose en la similitad de resulados enwe ef grupo de Quirk ¥ este trabajo. es
necesario resaltar algunos puntos que aquel no considera. Dado que craB es un gen que
codifica para una farnesil wansferasa que convierte a protohemo IX en heme tipo O
(Saiki et al, 1993) ¥ que con una sola enzima es posible catalizar la conversion de
muchos a la vez. es razonable pensar que se requieren niveles bajos de esta enzima para
cubrir Jos requerimientos de sintesis de hemnos. De acuerdo con lo anterior se puede
pensar que la razén pc;r la cual e mensajero mayor es inestable, es la de evitar la
acumulacion de los productos de los genes ctaC-F. sin bloguear la sintesis de los hemos.
los cuales se requieren de forma constitutiva,

Una alternativa es que, si existen dos promotores los cuzles responden a sefiales
de regulacién mas o menos independientes. 1z maners de evitar la sintesis del fragmento
ciaC-F. podria ser la formacién de asas de terminacion al final del gen craB. De este
modo el gen ciaB puede estar simterizandose de manera constitutiva manteniendo al
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fragmento ctaC-F, en niveles muy bajos. Esto no constituye una posiblidad nueva pues
la terminacion temprana es un mecamsmo que se observa en genes sujetos & represion
catabdlica (Kruger et al, 1996; Fisher et al, 1994). La antiterminacion no siempre €8 un
mecanismo cien por ciento eficiente, especialmente si es independiente de rho, y siempre
podrian existir niveles basales del fragmento de 5 kb, lo que podria explicar su deteccion
en estos experimentos; aungue de todos tnodos se podria explicar en fimcién de una
desrrepresién doble, al inicio de la fase estacionaria, esto es: se permite Ja sintesis del
fragmento de 5 kb por antiterminacién y al mismo tiempo se induce Ia transcripeion a
partir del segundo promotor, mediante la desfosforilacién de Hpr-3er-P.

En le parte final de esta discusién se propone la idea de que la citocroma oxidasa
caay de Bacillus thuringiensis es una enzima sujeta a represion catabélica. Los datos que
aqui se presentan no apoyan contundentemente esta hipdiesis, aungue sirven de base
para su postulacion. como una alternativa a la hip6tesis inicial, para explicar Ia presencia
de esta oxidasa en las etapas finales de} ciclo de crecimiento. La argumentacién tiene ¢l
propé6sito de plantear algunas de las futas que se podrian seguirse para explorar a fondo
esta posibilidad.

Adicionalmente sera necesario en el futuro estudiar la regulacién aerdbica del gen
pues en Bacillus stearothermophillus, la sintesis de caas, depende justamnente de la
concentracidn de oxigeno.

Por tiltimo queda recalear la importancia de saber si la presencia de la citocromo
oxidasa ¢aa, esté relacionada directamente con la optimizacién de las capacidades
bionenergéticas de ia bacteria en condiciones de tensién o si simplemente comparte €l
mecanismo de regulacién de otros genes que i capacitan a la célula para enfrentar este
tipo de condiciones. Y sin embargo es dificil imaginar cémo una enzima asociada tan
estrechamente 2 ellas, ya sea que se exprese constitutivamente o que sea regulada

activamente, carezca de un papel relevante para la fisiologia bacteriana.
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