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Resumen

La bacteria gram positiva Bacillus subtilis tiene la capacidad de crecer aerobica,
pero también anaerébicamente utilizando nitrato o nitrito como aceptores terminales de
electrones o por fermentacibn. Su cadena respiratoria consta de una NADH
deshidrogenasa (NDH Tipo 2), una succinato deshidrogenasa y una glicerol fosfato
deshidrogenasa que transfieren sus electrones a una poza intermembranal de
menaquinona-7. Esta poza de menaquinona-7 puede ser oxidada aerdbicamente por
varias quinol oxidasas, o por la citocromo c¢ oxidasa caaz via el complejo
menaquinol:citocromo ¢ oxidoreductasa, o complejo bsc y dos citocromos ¢, un citocromo
Cs50 que se cree ayuda al paso de los electrones entre el bec y la caas, y un citocromo
Cs51 del cual no se conoce su funcién aun, ambos unidos a la membrana (Yu y cols.,
1995, Azarkina y cols., 1999). El complejo tipo bsc de esta bacteria es de particular
interés porque tiene caracteristicas semejantes a los complejos fotosintéticos tipo bgf,
aunque este no sea fotosintético. El complejo esta codificado en un sélo operon, qcrABC.
El citocromo b esta escindido en los genes qgcrB y qcrC y por tanto es un citocromo tipo
bs. La subunidad Ill (QcrC) esta fusionada a un citocromo tipo ¢ pequefio en la region
carboxilo terminal. La secuencia de aminoacidos del citocromo tipo bs muestra una
cisteina en la posicién 43 que corresponde a la cisteina 35 que une al hemo x (c;) en
cloroplastos y cianobacterias (Yu y Le Brun, 1998). EI complejo de B. subtilis es
semejante a los fotosintéticos pero pertenece al grupo de las proteinas Fierro-Azufre
(PFA) de bajo potencial redox y que utiliza naftoquinonas de bajo potencial redox. El
complejo bgc aun no ha sido purificado y por tanto aun no se conoce del todo su

estructura y funcién.

En este trabajo se plante6 el analisis de la solubilizacion de membranas de
Bacillus subtilis con el detergente sintético no idnico dodecil maltésido (DDM) a una
relacion detergente/proteina de 1.5mg DDM/mg proteina membranal, y 0.1 M de NaCl.
En este paso, se extrajo el 80% del citocromo b en el sobrenadante, el cual se utilizé
como un indicador del complejo bgc. Se realizé una cromatografia de intercambio idnico,
donde se purificd parcialmente y ademas se obtuvieron varios indicios de la presencia de
super complejos. Cada paso de la purificacion fue seguido mediante espectros de
absorcion, electroforesis en geles de poliacrilamida, analisis en segunda dimension de

geles claros nativos de alta resolucion, actividades enzimaticas y ensayos de oximetria.

~1~



En conclusién se obtuvo una fraccion bastante pura y con buena actividad enzimatica del
complejo bec y formando asociaciones con la NADH DH, la caa;s y los citocromos Cssp ¥y
Cs51 ademas de otros supercomplejos como por ejemplo la SDH y la quinol oxidasa aas
los cuales fueron analizados en una segunda cromatografia con la resina DEAE-
Toyopearl. Se encontré que estos supercomplejos no pueden ser separados por la
acciéon del NaCl sobre ellos.



‘ Introduccién

La fosforilacién oxidativa es la culminacion de la produccion de energia en el
metabolismo de los organismos aerobicos. Todos los pasos oxidativos de la degradacion
de grasas, carbohidratos y aminoacidos convergen en la respiracion celular, en la cual la
energia de oxidacion impulsa la sintesis de ATP. En la fosforilacidon oxidativa se produce
la reduccion del oxigeno a agua gracias a los electrones cedidos por el NADH vy el
FADH,. En esta ocurre un flujo de electrones a través de una cadena de transportadores
de electrones ligados a la membrana. La energia libre generada por este flujo de
electrones “cuesta abajo” esta acoplada al transporte “cuesta arriba” (consumiendo
energia libre) de protones a través de una membrana impermeable a los protones. La
energia libre de oxidacidbn se conserva en forma de un potencial electroquimico
transmembranal. El flujo transmembranal de protones a favor del gradiente de
concentracion mediante complejos proteicos especificos proporciona la energia libre para
la sintesis de ATP, catalizada por la ATPsintasa que acopla el flujo de protones a la
fosforilacién del ADP (Nelson y Cox, 2009).

1. Cadena respiratoria
1.1 Grupos redox
La cadena respiratoria consta de cuatro complejos multiméricos que se encargan

del transporte de electrones por medio de la oxidacidén y reduccidn de sustratos. Los
citocromos son proteinas que forman parte de estos complejos y tienen tres picos de
absorcioén, a, By y, debido a su grupo prostético, un hemo que contiene hierro. Su pico
de absorcion denominado alfa esta situado a una longitud de onda caracteristica (de Vrij
y cols., 1987). Las mitocondrias y las bacterias contienen varias clases de citocromos
designados a, b, ¢, d y o, los cuales se distinguen porque su pico a se localiza en
diferentes regiones de su espectro de absorcion. Cerca de 600nm para el citocromo a,
alrededor de 560nm para el b, cerca de 550nm para el ¢ (de Vrij y cols., 1987) y cerca de
630nm para el hemo d (Lauraeus y Wikstrom, 1993). Los citocromos o, se han
identificado como un citocromo tipo b que une mondxido de carbono (CO) (de Vrij y cols.,
1987).



El protohemo IX (hemo b) es la variante mas comun de hemos encontrados en
proteinas. Este es el grupo prostético de los citocromos tipo by c. El hemo a y el hemo d,
los cuales son sintetizados del hemo b, son grupos prostéticos en oxidasas respiratorias
terminales aerdbicas (Sonenshein y cols, 2002). Los hemos de los citocromos a, by d
estan unidos a las proteinas por enlaces de coordinacion; solo en el citocromo ¢ el grupo
hemo esta unido covalentemente a la proteina mediante dos enlaces tioéter entre los
grupos vinilo del hemo con dos residuos de cisteina. Aunque el citocromo o y el
citocromo a presentan una cadena extra, una cadena lateral de hidroxialquilos, estos
difieren en que el hemo o tiene un grupo metil en la posicion 8 en lugar de un grupo
formil del hemo a (Puustinen y Wikstrom, 1991). Esto hace al hemo o mas hidrofdbico y
causa que su hemocromo absorba mas hacia el rango azul en comparacién con el hemo
a (Mogi y cols., 1994) (Figura 1).

LS M—

_%llm;; .f”

Hemo B

CO0H COOH

Hemo O Hemo A

Figura 1. Esquema que muestra las diferentes clases de grupos hemos. Tomado de (Castro y Moreno, 2004)

Otros acarreadores de electrones de la cadena respiratoria son las proteinas

fierro-azufre. En las proteinas fierro-azufre, descubiertas primero por Helmut Beinert, el
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fierro no esta presente en un hemo pero esta asociado a atomos de azufre inorganico o
atomos de azufre de residuos de cisteina, o ambos. Estos centros (Fe-S) varian desde
una simple estructura con un sélo atomo de Fe coordinados a cuatro grupos Cys-SH
hasta centros mas complejos con 2 o cuatro atomos de Fe. Las Proteinas Rieske fierro-
azufre (llamadas asi por su descubridor) son una variante, en el cual uno de los atomos
de Fe esta coordinado a dos residuos de His en vez de dos residuos de Cys. Todas las
proteinas Fe-S participan en la transferencia de electrones, en la que uno o mas atomos
del grupo fierro azufre son oxidados o reducidos (Nelson y Cox, 2009). La proteina fierro-
azufre esta presente en numerosas proteinas, involucrandose en procesos bioldgicos
clave como la transferencia de electrones y en procesos metabdlicos y regulatorios. La
proteina fierro-azufre es una de las subunidades cataliticas de los complejos tipo bc, y es
esencial para la actividad de este complejo (Conte y Zara, 2011). Contiene un grupo

[2Fe-2S] de alto potencial con ligaciones a cisteinas e histidina (Yu y Le Brun, 1998).

Las quinonas son moléculas no proteicas altamente hidrofébicas que participan en
el transporte de electrones. Las quinonas actuan como aceptores de atomos de
hidrogeno y como donadores de electrones (Madigan y cols., 2006). Difunden en la
bicapa lipidica. La mayor parte de estas quinonas conectan electroquimicamente a las
enzimas redox y al conjunto se les llama poza de quinonas, para distinguirlas de las
quinonas presentes como cofactores enzimaticos fijos o de las que tienen funciones
metabdlicas completamente diferentes. La menaquinona (MK) es una de las quinonas
mas ampliamente distribuidas en el arbol filogenético de las especies, en particular, es la
unica quinona en la ramificacion temprana de filos bacterianos y de arqueas. La MK
entonces parece representar el tipo ancestral de quinonas en sistemas bioenergéticos
(Schoepp-Cothenet y cols., 2008).

1.2 Complejos respiratorios
Los complejos | y Il catalizan la transferencia de electrones a la quinona a partir de
dos donadores electronicos diferentes: el NADH (para el complejo 1) y el succinato (para
el complejo Il). EI complejo Il transporta electrones desde la quinona reducida al
citocromo c, y el complejo IV completa la secuencia transfiriendo electrones desde el
citocromo al oxigeno (Nelson y Cox, 2009). Cada uno de estos complejos contiene
grupos prostéticos redox que se encargan de la oxido reduccion y tienen por tanto,
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potenciales redox especificos (Nicholls y Ferguson, 2002; Nelson y Cox, 2009) (Figura
2).

Los complejos respiratorios mitocondriales se denominan por la molécula que
oxidan y la que reducen como: el complejo | 6 NADH deshidrogenasa (NADH: quinona
oxidoreductasa); el complejo Il 6 succinato deshidrogenasa (succinato: quinona
oxidorreductasa); el complejo Il 6 complejo bcs (quinol: citocromo ¢ oxidoreductasa) y el

complejo IV 6 citocromo ¢ oxidasa (Nicholls y Ferguson, 2002; Nelson y Cox, 2009).

4H’

Espacio
intermembranal

Matriz
mitocondrial

"

4H? 2H'
- Succinato Fumarato 4JH*
Complejo Il Complejo Ili ADP4P " |/ x
Complejo IV ATP

NADH + H* NAD*+2H*

+
Complejo | Complejo V 3H

Figura 2. Cadena respiratoria mitocondrial con los cuatro complejos respiratorios, se muestra el flujo de electrones y el
gradiente de protones generado el cual es aprovechado por la ATPsintasa (o también llamado complejo V) para la
formacion de ATP. Tomada de www.neurowika.es/content/caracteristicas-de-la-cadena-respiratoria

1.3 Cadenas respiratorias bacterianas
Existen muchas similitudes en las cadenas respiratorias de bacterias, mitocondrias
y sistemas fotosintéticos aunque hay diferencias en detalles (Haddock y Jones, 1977).
Una caracteristica general es la composicion relativamente simple de las enzimas en
procariontes en comparacion a las enzimas eucariontes, mientras que sus caracteristicas
funcionales y espectrales son muy similares (de Vrij y cols., 1987). La flexibilidad
respiratoria (vias alternas) de las mitocondrias de mamiferos es pobre. Hay una cierta

flexibilidad a nivel de entrada de los electrones, pero ninguna a nivel de la salida, donde
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la citocromo oxidasa aas provee el unico medio de reduccion de oxigeno. En el caso de
las mitocondrias de plantas, se encuentra un grado ligeramente mas grande de
flexibilidad respiratoria con una serie de NADH deshidrogenasas alternas y dos oxidasas
terminales. Esta flexibilidad respiratoria ofrece a las mitocondrias de las plantas la
capacidad para contribuir a otros procesos ademas de a la generacion de ATP. Por
ejemplo, la transferencia de electrones de la NADH deshidrogenasa alterna a una
oxidasa alterna no esta acoplada a la generacién de una fuerza proton motriz y en su
lugar sirve para la liberacion de energia en forma de calor. Hay también una cierta
flexibilidad respiratoria en las mitocondrias de levadura, hongos filamentosos y
protozoarios primitivos pero entre las bacterias y arqueas se encuentra la flexibilidad

respiratoria mas extrema (Richardson, 2000).

En las bacterias y arqueas existe un rango diverso de aceptores de electrones.
Esta diversidad respiratoria puede ser encontrada entre psicréfilos (organismos capaces
de vivir por debajo de los 5°C), mesodfilos (organismos cuya temperatura 6ptima esta
entre los 15 y 35°C) e hipertermdfilos (organismos capaces de vivir hasta temperaturas
de 95°C) y contribuyen a la habilidad de los procariontes para colonizar muchos de los
ambientes mas hostiles microxicos (ambientes con poco oxigeno) y andxicos (ambientes

sin oxigeno) de la tierra (Richardson, 2000).

Las bacterias frecuentemente se encuentran con cambios drasticos en su
ambiente, incluyendo fluctuaciones en los niveles de oxigeno externo. Algunas células
que viven anaerobicamente y obtienen energia de la fermentacion, reoxidan coenzimas
transfiriendo los electrones a un metabolito endégeno (como el piruvato), en lugar de un
aceptor electronico externo (como por ejemplo el O, en aerobiosis 0 como el NOs- o el

S0,* en condiciones anaerdbicas) (Nelson y Cox, 2009).

Estas estrategias metabdlicas diferentes estan también asociadas a cambios
energéticos diferentes, y en consecuencia la capacidad para sintetizar ATP mediante
mecanismos acoplados a dichos procesos, también es diferente. La evolucién de las
células que pudieron usar oxigeno como aceptor electrénico para la reoxidacién del
NADH y FADH,, condujeron a una mayor capacidad para producir ATP a partir de la
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oxidacion de compuestos organicos reducidos, respecto de las fermentadoras y otros

organismos que respiran de manera anaerébica (Nelson y Cox, 2009).

La evolucion de la diversidad respiratoria y la flexibilidad en los procariontes ha
incrementado la habilidad de estos microorganismos para colonizar un amplio rango de
ambientes de la tierra y adaptarse rapidamente a cambios dentro de su ambiente. El
campo de la respiracion bacteriana ofrece retos a los fisiélogos, bidlogos moleculares y
bioquimicos que trabajan en microbiologia ambiental, biotecnolégica y meédica. Los
sistemas por si mismos proveen una rica fuente de material que puede ser estudiada
usando espectroscopia y biologia estructural para entender a mayor detalle los
fundamentos de la bioenergética a nivel de una proteina individual, de un sistema de

transporte de electrones integrado o de la célula entera (Richardson, 2000).

2. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva esporulante que vive principalmente
en el suelo y esta asociada a las fuentes de agua. En su habitat natural la bacteria esta
expuesta a cambios en las condiciones ambientales. B. subtilis es el miembro mejor
caracterizado de las bacterias Gram positivas (Nakano y cols., 1998), y en la actualidad
es uno de los procariotes mejor conocidos, por esto es utilizada en la industria
farmacéutica. Esta bacteria se ha convertido en un paradigma para la investigacién de
bacilos y bacterias Gram positivas en general (Bron y cols, 1998). Su genoma esta
secuenciado (Kunst y cols. 1997), comprende 4,224 genes que codifican para proteinas,
de las cuales el 53% estan presentes en una sola copia, mientras que 25% del genoma
corresponde a varias familias de genes que se encuentran duplicados. B. subtilis tiene la
capacidad de crecer aerdbica, pero también anaerdbicamente utilizando nitratos o nitritos
como aceptores terminales de electrones o por fermentacién (Nakano y cols., 1998).
Posee una cadena respiratoria ramificada, una rama de su cadena respiratoria es
analoga a la cadena respiratoria mitocondrial y contiene un complejo de citocromos bsc,
un citocromo cssp y una citocromo ¢ oxidasa (David y cols., 2000). La via alterna contiene
a varias quinol oxidasas terminales (Zamboni y cols., 2003). En la tabla 1 se muestran los
78 genes correspondientes a la cadena respiratoria.



Tabla 1. Lista de genes de la cadena transportadora de electrones y la ATPsintasa de Bacillus subtilis utilizando la
nomenclatura del genoma (Kunst y cols,. 1997).

Bioenergética de membrana (cadena de transporte de electrones y ATPsintasa)
atpA 3784 ATP sintasa (subunidad a)

atpB 3787 ATP sintasa (subunidad a)
atpC 3781 ATP sintasa (subunidad €)
atpD 3782 ATP sintasa (subunidad B)
alpE 3786 ATP sintasa (subunidad ¢
(
(
(

atpF 3786 ATP sintasa (subunidad b
atpG 3783 ATP sintasa (subunidad y
atpH 3785 ATP sintasa (subunidad &
atpl 3787 ATP sintasa (subunidad i)
cccA 2599 citocromo cssp

cccB 3625 citocromo Cssy

ccdA 1922 requerido para el ultimo paso de la sintesis de citocromo ¢
ctaA 1558 citocromo caaz oxidasa (requerido para biosintesis)

ctaB 1559 citocromo caaz oxidasa (factor de ensamblaje)

ctaC 1560 citocromo caaj oxidasa (subunidad Il)
(
(

ctaD 1561 citocromo caaj oxidasa (subunidad I)

ctaE 1563 citocromo caa; oxidasa (subunidad Ill)

ctaF 1563 citocromo caa; oxidasa (subunidad 1V)

cydA 3978 citocromo bd ubiquinol oxidasa (subunidad 1)

cydB 3977 citocromo bd ubiquinol oxidasa (subunidad II)

etfA 2915 flavoproteina de transferencia de electrones (subunidad a)

etfB 2916 flavoproteina de transferencia de electrones (subunidad b)

fer 2409 Ferredoxina

hmp 1372 Flavohemoglobina
narG 3829 nitrato reductasa (subunidad a)

narH 3825 nitrato reductasa (subunidad 3)

narl 3823 nitrato reductasa (subunidad y)

narJ 3824 nitrato reductasa (proteina J)
ndhF 205 NADH deshidrogenasa (subunidad 5)

gcrA 2364 menaquinol:citocromo ¢ oxidoreductasa (subunidad fierro azufre)
qcrB 2364 menaquinol:citocromo ¢ oxidoreductasa (subunidad citocromo b)
qcrC 2363 menaquinol:citocromo ¢ oxidoreductasa (subunidad citocromo b/c)
qoxA 3917 citocromo aajz quinol oxidasa (subunidad Il)
qoxB 3916 citocromo aaj quinol oxidasa (subunidad I)
goxC 3914 citocromo aa; quinol oxidasa (subunidad IIl)
qoxD 3913 citocromo aaz quinol oxidasa (subunidad V)

resA 2421 proteinas esenciales similares a proteinas de biogénesis de citocromo ¢
resB 2420 proteinas esenciales similares a proteinas de biogénesis de citocromo ¢
resC 2418 proteinas esenciales similares a proteinas de biogénesis de citocromo ¢

tlb 1930 probable proteina tioredoxina

trxA 2912 Tioredoxina

trxB 3573 tioredoxina reductasa
yegT 352 tioredoxina reductasa
yenD 439 NADPH flavin oxidoreductasa
ydbP 508 Tioredoxina
ydeQ 576 NAD(P)H oxidoreductasa
ydfQ 598 Tioredoxina

ydgl 613 NADH deshidrogenasa

yfkO 854 NAD(P)H flavin oxidoreductasa
yfmdJ 818 quinona oxidoreductasa

yjdK 1280 factor de ensamblaje de la citocromo ¢ oxidasa

yjID 1299 NADH deshidrogenasa
ykuN 1486 Flavodoxina



ykuP
ykuU
ykvV
yneN
yojN
yoll
yosR
ypdA
¥qiG
yaM
yrkL
ythA
ytpP
ytrC
ytrD
yufD
yufl
yumB
yumC
yusk
yutJ
yvaB
ywcG
ywhN
ywrO

1488
1492
1450
1929
2114
2267
2159
2401
2516
2475
2708
3139
3054
3117
3116
3249
3246
3300
3301
3364
3308
3445
3911
3840
3708

sulfito reductasa

2-cys peroxiredoxina

Tioredoxina

tiol:disulfuro proteina de intercambio
oxido nitrico reductasa

Tioredoxina

Tioredoxina

tioredoxina reductasa

NADH dependiente de flavin oxidoreductasa
NADH dependiente de flavin oxidoreductasa
NAD(P)H oxidoreductasa
subunidad de citocromo d oxidasa
tioredoxina H1

subunidad de citocromo ¢ oxidasa
subunidad de citocromo ¢ oxidasa
NADH deshidrogenasa (ubiquinona)
NADH deshidrogenasa

NADH deshidrogenasa

tioredoxina reductasa

Tioredoxina

NADH deshidrogenasa

NAD(P)H deshidrogenasa (quinona)
NADPH-flavin oxidoreductasa
ubiquinol-citocromo c reductasa
NAD(P)H oxidoreductasa

2.1 Cadena respiratoria de B. subtilis

En la figura 3 se muestra un esquema de la cadena respiratoria ramificada de B.
subtilis. Las diferentes deshidrogenasas membranales como la NADH deshidrogenasa, la
succinato deshidrogenasa y la glicerol 3 fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD+,
oxidan sustratos solubles en agua y reducen a la menaquinona (MK-7) a menaquinol en
la membrana (Wachenfeldt y Hederstedt, 2002). Desde este punto lo electrones puede
seguir dos rutas, hacia el complejo bsc, después hacia un citocromo css5p y finalmente a
una citocromo ¢ oxidasa caas, 0 tomar la via de las quinol oxidasas compuesta de una

quinol oxidasa aas, una quinol oxidasa tipo bd y una posible quinol oxidasa tipo bb’

(Winstedt y Wachenfeldt, 2000).
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Figura 3. Esquema de la cadena respiratoria de B. subtilis en donde se muestran varias deshidrogenasas, la NADH
deshidrogenasa, la succinato deshidrogenasa y la glicerol 3 fosfato deshidrogenasa, que alimentan a la poza de
menaquinona-7, una via clasica analoga a la via respiratoria mitocondrial compuesta de complejo bec, un citocromo
Cs50 Y una citocromo c¢ oxidasa caas, una via compuesta de varias quinol oxidasas terminales tales como la quinol
oxidasa aas, la quinol oxidasa bd’ y la posible quinol oxidasa bb’ y una via anaerdbica utilizando nitratos como
aceptores finales de electrones o por fermentacién. Tomado de: Azarkina y cols., 1999.

En la figura 4 se muestra un posible modelo de los cuatro complejos respiratorios
de Bacillus subtilis analogos a la cadena respiratoria mitocondrial, en donde se observa
el paso de electrones desde la NADH deshidrogenasa, la succinato deshidrogenasa, la
poza de MK-7, el complejo bec, los citocromos cssp Y Css51 hasta la citocromo ¢ oxidasa

caas.

~11 ~



Espacio periplasmico

Succinato

Figura 4. Modelo esquematizado de la via respiratoria clasica de B. subtilis. Se muestra el paso de electrones desde la
NADH deshidrogenasa, la succinato deshidrogenasa, la poza de MK-7, el complejo bec, los citocromos Csso y Css1,
hasta la citocromo ¢ oxidasa caas. Los complejos que bombean protones se muestran con flechas indicando el sentido
del transporte.

Fumarato

Interior de la membrana

La NADH: quinona oxidoreductasa, provee uno de los puntos de entrada para los
electrones a la cadena transportadora de electrones. EI NADH producido durante la
glucdlisis y el ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT) es oxidado a NAD". Existen dos
tipos de NADH deshidrogenasas (NDH), la NDH tipo 1 contiene un flavin mononucleétido
y varios grupos fierro-azufre (Fe-S) y esta acoplada a la generacion de una fuerza proton
motriz (Gyan y cols., 2006). La NDH tipo 2 es una MK-7 reductasa consiste de un
polipéptido y un Flavin adenin dinucledtido (FAD) (Nakamura y cols., 2011), y no bombea
protones a través de la membrana. B. subtilis 168 tiene tres genes que codifican para
probables NADH deshidrogenasas, yjID, yumB, y yutJ (Nakamura y cols., 2011), que son
similares a las enzimas de Escherchia coli, (Sonenshein y cols, 2002). El gene yjiD
(también Illamado ndh) codifica para una proteina de membrana reprimida
anaerdbicamente y su expresion es elevada bajo condiciones aerdbicas de crecimiento.
Ademas hay evidencia que prueba que YjID es la mayor NADH deshidrogenasa en B.
subtilis (Gyan y cols., 2006). Una purificacién en pequefa escala preparada en un gel de
poliacrilamida revela la presencia de una proteina de 64 kDa (Bergsma y cols., 1981). Se
sabe que una gran parte de ésta proteina sobresale hacia el citoplasma (Bergsma y
cols., 1982).
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La Succinato:quinona oxidorreductasa, es una enzima unida a la membrana que
cataliza la oxidacion de succinato a fumarato en el CAT y dona equivalentes redox a la
menaquinona-7 de la cadena respiratoria (Hagerhall y cols., 1992). Consta de tres
subunidades: SdhA de 65kDa, que contienen el sitio activo dicarboxil y un FAD™ unido
covalentemente; SdhB de 24kDa posee varios grupos fierro azufre, uno de [2Fe-2S], otro
de [3Fe-3S] y otro de [4Fe-4S] y SAhC de 23kDa con 5 alfa hélices transmembranales y
contiene un citocromo bssg bihémico. Las tres subunidades dan un peso molecular total
de 112kDa para el complejo entero. El dimero SAdhAB se ancla del lado citoplasmico y es
requerido para la reduccion de la menaquinona (Wachenfeldt y Hederstedt, 2002). Tiene
dos hemos, uno con un potencial redox alto (+16mV) y uno bajo (-132mV), el hemo con
bajo potencial (hemo bp) esta localizado cerca del lado periplasmico de la membrana,
mientras que el hemo con alto potencial (hemo bp) esta localizado hacia el lado negativo
de la membrana cerca del grupo [3Fe-4S]. Hay evidencias que sugieren que la reaccion
de la succinato deshidrogenasa es endergodnica y requiere estar acoplada a un flujo
reverso de electrones de afuera hacia adentro de la membrana celular (Kurokawa y
Sakamoto, 2005).

El complejo bsc se menciona en un apartado mas adelante.

La Citocromo c¢ oxidasa es una hemo-cobre oxidasa tipica, bombeadora de
protones y esta codificada por los genes ctaCDEF (Azarkina y cols., 1999). En el locus
ctaABCDEFG, ctaA y ctaB codifican para dos enzimas requeridas para la biosintesis del
hemo A (Liu y Taber, 1998). CtaC pesa 40kDa, es la subunidad Il con un grupo prostetico
Cua por donde entran los electrones, CtaD de 69kDa es la subunidad | con dos hemos a
y un Cug como grupos prostéticos. En esta subunidad se bombean los protones fuera de
la célula y se reduce el oxigeno. CtaE de 23kDa es la subunidad Ill y CtaF de 13kDA es
la subunidad IV (Sonenshein y cols. 2002). La suma de los pesos moleculares de las
subunidades da un total de 145kDa. CtaG es una proteina hidrofébica de 34kDa con
siete segmentos transmembranales alfa hélice y de funcién desconocida (Sonenshein y
cols. 2002). La principal caracteristica distinguible de la caas es que posee un citocromo
¢ fusionado a la subunidad Il (Henning y cols., 1995). Con un crecimiento bien aireado en
medio minimo o rico, la citocromo ¢ oxidasa caas parece ser predominante (Zamboni y

Sauer, 2003). La secuencia de esta subunidad tiene una extensiéon en el C-terminal de
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aproximadamente 100 aminoacidos que contiene la secuencia conservada CXXCH,
caracteristica de un citocromo (Andrews y cols., 2005). Esta es una de las subunidades

altamente conservadas encontradas en otros miembros de esta familia.

B. subtilis tiene al menos tres oxidasas terminales las cuales toman electrones
directamente del menaquinol, antes que la via de los citocromos. Todas crean una
separacion de cargas a través de la membrana, por medio de electrones y protones
envueltos en la reduccion del oxigeno. Estas oxidasas terminales pueden ser clasificadas
como bombeadoras o no bombeadoras de protones (Lauraeus y Wikstrom, 1993). La
quinol oxidasa aas, se expresa en medio rico en todos las fases de crecimiento (Azarkina
y cols., 1999). La QOX aas pertenece a la superfamilia hemo-cobre y bombea protones.
Esta codificada por el operén qoxABCD y contiene cuatro subunidades (Azarkinay cols.,
1999). QoxA de 36kDa codifica para una subunidad Il en donde se une el menaquinol,
QoxB de 74kDa es la subunidad | cuyos grupos prostéticos son un hemo a, un hemo as
y un centro Cug en donde ocurre el bombeo de protones y la reduccion del oxigeno,
QoxC de 23kDa es la subunidad Il y QoxD de 14kDa es la subunidad IVB, ésta
contribuye al bombeo de protones (Sonenshein y cols. 2002). La quinol oxidasa tiene un

PM total de 147kDa, calculado a partir del genoma.

La quinol oxidasa bd no bombea protones y puede ser encontrada en células de
B. subtilis creciendo en glucosa. Es mas importante su expresion en poco oxigeno y en
cultivos bien aireados pero con glucosa limitada (Zamboni y Sauer, 2003). Los genes
cydAB del operdon cydABCD codifican para dos subunidades de la citocromo bd oxidasa
(Azarkina y cols., 1999). CydA de 52kDa es la subunidad | con un hemo b de bajo spin,
aqui se une el menaquinol y CydB de 38kDa es la subunidad Il en la cual se encuentran
un hemo bsgs de alto spin y un hemo d, en esta subunidad se da la reduccion del oxigeno
(Sonenshein y cols. 2002) dando un peso total de 90kDa (Figura 4 y 5). La quinol oxidasa
bb’ es una posible quinol oxidasa tipo bd. Esta enzima no bombea protones lo cual es
tipico en quinol oxidasas tipo bd a diferencia de las oxidasas de la superfamilia hemo-
cobre oxidasas. Esta enzima une mondxido de carbono (CO) muy rapido aunque mas
lento que la oxidasa tipo bd (Azarkina y cols., 1999). Los polipéptidos YthA y YthB,
codificados por el grupo de genes ythABC de B. subtilis, estan cercanamente

relacionados a CbdA y CbdB de B. stearothermophilus, las cuales son las subunidades
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de una oxidasa terminal tipo bd. Los genes ythA y ythB de B. subtilis por lo tanto
probablemente codifiquen para una oxidasa terminal relacionada a las oxidasas tipo bd

(Sonenshein y cols. 2002).

3. Complejos tipo bc

Los complejos de la familia bc son enzimas relacionadas que se desarrollaron
temprano en la evolucién y ahora llevan la mayoria del flujo de energia de la bidsfera
(Berry y cols., 2000). EI complejo de citocromos bc representa la Unica enzima comun en
casi todas las cadenas de transferencia de electrones respiratorias y fotosintéticas. La
historia evolutiva de este complejo puede esperarse que contenga informacion valiosa
con respecto al mecanismo de la evolucion de la bioenergética en general (Schitz y
cols., 2000). Estos complejos son de considerable variacion en cuanto al numero de
subunidades, pero 3 subunidades siempre estan presentes: una proteina fierro-azufre,
que contiene un grupo [2Fe-2S] de alto potencial redox unido a cisteinas e histidinas; un
citocromo b, que contiene dos hemos tipo b de bajo spin, b, (bajo potencial) y by (alto
potencial), ambos unidos a dos residuos de histidina, y un citocromo ¢ que contiene un

hemo tipo ¢ con unién a 2 cisteinas en el caso del ¢4 (Yu y Le Brun, 1998).

Existen dos tipos de complejos bc, los bcs que se encuentran en mitocondria y

bacterias y los bef que se encuentran en cianobacterias, algas y plantas superiores.

3.1 Complejos tipo bc;

El complejo citocromo bcs es una enzima con multisubunidades que genera una
fuerza proton motriz por transferir electrones del ubiquinol al citocromo c¢ soluble. La
conservacion de la energia en este complejo enzimatico es asegurada por la oxidacion
de ubiquinol y la reduccion de ubiquinona en los sitios activos situados en el lado opuesto
de la membrana. Estructuras de alta resoluciéon han mostrado que el complejo bcs es un
dimero compuesto de dos copias de un citocromo b (Castellani y cols. 2010). El
citocromo b del complejo bc; tiene aproximadamente 400 residuos de aminoacidos
organizados en 8 cruces transmembranales (Yu y cols., 1995). Una proteina fierro azufre,
y un citocromo c¢s, que son los unicos polipéptidos presentes en algunas enzimas

bacterianas, ademas de las seis a ocho subunidades presentes exclusivamente en cada



monomero de los complejos eucaridticos (Castellani y cols. 2010). Las tres subunidades
del complejo bcy bacteriano asi como las mas complejas enzimas eucariotes con 9 a 11

subunidades, existen como estructuras diméricas (Covian y cols. 2007) (Figura 5).

3.2 Complejos tipo bgsf

El complejo citocromo bef es uno de los tres complejos integrales de membrana
responsables del transporte de electrones y la transduccion de energia en las
membranas oxigénicas fotosintéticas (Yu y cols., 1995). El citocromo b del complejo bgf
se divide en dos subunidades: una de cerca de 220 residuos (el citocromo bg) que
alberga tres hemos (2 hemos tipo b y un hemo c¢,) con cuatro cruces transmembranales
similares al N-terminal del citocromo b mitocondrial y un polipéptido de cerca de 160
residuos (llamada subunidad 1V) (Yu y cols., 1995), que tiene tres alfa hélices
transmembranales el cual es similar a la parte C-terminal del citocromo b del complejo
bcs (Yu y Le Brun, 1998). Los dos hemos b, y b,, en el nucleo del complejo que esta
estructuralmente conservado en la evolucion entre los complejos bcs y bsf se anclan a la
segunda y cuarta hélices transmembranales del citocromo b. El hemo ¢, se encuentra
covalentemente unido al polipéptido citocromo bs en el lado negativo del complejo. El
hemo ¢, una molécula de clorofila a y una molécula de 8-caroteno estan presentes por
monomero en el complejo bgf (Baniulis y cols. 2008). El citocromo f del complejo bsf es
un analogo al citocromo ¢, pero su secuencia de aminoacidos es diferente (Yu y cols.,
1995). Se han obtenido las estructuras por rayos X de la cianobacteria termofilica
Mastigocladus laminosus y de la alga verde Chlamydomonas reinhardtii (Baniulis y cols.
2008) (Figura 5 y 6).
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Figura 5. Comparacion de las estructuras del complejo bsf de cianobacterias (Mastigocladus laminosus) (A), el
complejo bcs de mitocondrias de bovino (B). Las subunidades analogas y homologas entre complejos (citocromo b,
citocromo c, proteina fierro-azufre) se muestran del mismo color (Baniulis y cols., 2008).

citb

Figura 6. Complejo bcs bacteriano de Rhodobacter capsulatus donde se muestran las subunidades redox con el codigo
de color correspondiente a la figura de arriba. Tomado de: Berry y cols., 2004.

3.3 Complejo tipo bsc de Bacillus subtilis
Sus productos proteicos parecen constituir una tercera clase de complejos bc la
cual tiene mas similitud con el complejo bgf que con el complejo bcy. La subunidad QcrA
es una proteina fierro-azufre de 18.7kDa de 167 residuos de aminoacidos. Muestra 21 a
34% de identidad y 43 a 55% de similitud con la de los complejos bsf/bcs (Yu y cols.,
1995). Los 224 residuos de aminoacidos (25.4kDa) de la subunidad del citocromo b

(QcrB) tienen una identidad de 44 a 47% y 69 a 72% de similitud a los citocromos b del
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complejo bef y 33 a 40% de identidad y 59 a 68% de similitud con el citocromo b del
complejo bcs (Yu y Le Brun, 1998). Tiene cuatro alfa hélices transmembranales. Las
cuatro histidinas que unen a los hemos se encuentran en dos alfa hélices, la 2 y la 4
(Schitz y cols. 2000). Estos cuatro residuos sirven como ligandos axiales a los dos
hemos, by y b,. El hemo b, esta localizado cerca del lado positivo de la membrana,
donde el menaquinol es oxidado, mientras que el hemo by esta cerca del lado negativo
de la membrana, donde la MK-7 es reducida (Sonenshein y cols. 2002). La subunidad
QcrC esta muy relacionada pero es distinta a la de las familias bcy y bef. Contiene 255
residuos de aminoacidos y tiene un peso molecular predicho de 28kDa. La region N-
terminal de alrededor de 170 residuos es hidrofobica y es similar a la subunidad IV de
17kDa del complejo citocromo bsf (21 a 33% de identidad y 51 a 57% de similitud) y al C-
terminal del citocromo b del complejo bcs (15 a 26% de identidad y 45 a 54% de
similitud). La region C-terminal (85 residuos) de QcrC contiene un citocromo ¢ en la
secuencia CXYCH que se encuentra en todos los citocromo tipo ¢ (Yu y cols., 1995).
Tiene una gran similitud al citocromo ¢4 o citocromo f pero se parece mas al pequeno

citocromo tipo cs5p de Bacillus (Yu y Le Brun, 1998).

En la figura 7 a se muestra una comparacion entre los complejos tipo bcy, bef y el
complejo de Bacillus subtilis en donde se muestra el nucleo de las 3 subunidades
oxidorreductoras conservado en los complejos tipo bc. En el complejo bcs se encuentra
una proteina fierro azufre, un citocromo b y un citocromo ¢, en el complejo bsf se
encuentra una proteina fierro azufre, un citocromo b dividido en dos polipéptidos, el
primero en el que se encuentran dos hemos b y un hemo ¢, covalentemente unido y en
el segundo la llamada subunidad IV y un citocromo f analogo al citocromo ¢ del complejo
becs. Y finalmente el complejo tipo bc de Bacillus subtilis en donde se encuentra la
proteina fierro azufre, un citocromo b donde se hallan dos hemos b y un hemo
covalentemente unido, denominado hemo x y un citocromo ¢ unido al péptido analogo de
la subunidad IV del complejo fotosintético. En la figura 7 b, se muestra un posible modelo
de un mondmero del complejo bec de Bacillus subtilis, en donde se muestran la proteina
fierro azufre, el citocromo b con los hemos b, y b;, el hemo x covalentemente unido, y el

citocromo c.
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Poca informacion se ha obtenido de los complejos de las quinol:citocromo ¢
reductasas de bacterias gram positivas. Solo un complejo de la bacteria termofilica
Bacillus sp. PS3, ha sido purificado (Yu y Le Brun, 1998). Es de considerable interés
evolutivo y funcional si un grupo de bacterias no fotosintéticas tales como especies de

Bacillus contienen un complejo semejante al bef (Yu y cols, 1995).

Dominio sub

Dominic citecromo b v

Proteina Rieske
Fierro Azufre

Dominio citocromo ¢ |

Complejo bey

N 1

Complejo tipo bc Bacillus subtilis

b)

QcrA=FeS
Heme b,

Heme x

\ QcrB = cyt bg

Figura 7. A. comparacioén de las subunidades redox (proteina fierro azufre, citocromo b, citocromo ¢ y subunidad IV en
el caso del complejo bsf) de los complejos, bcy, bef y bec de B. subtilis tomado de (Yu y cols, 1995). B. posible
estructura del monémero del complejo bsc de B. subtilis en donde se muestran sus subunidades redox, QcrA, QcrB y
QcrC ademés de los dos hemos b y su hemo x unido covalentemente.

4. Utilizacion de detergentes para aislar proteinas de membrana
Las proteinas de membrana representan el 20-30% del total de las proteinas en
todas las especies y mas del 60% de estas son objetivos farmacéuticos. Sin embargo,
hasta hoy, sélo el 1% han sido caracterizadas estructuralmente y comprometidas
seriamente para el disefio de drogas. Varios factores dificultan el estudio estructural de

las proteinas membranales. Por lo general no se expresan abundantemente en las
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células y son dificiles para su sobreexpresién, especialmente las proteinas eucaribticas.
El principal cuello de botella para su cristalizacion se debe a su inestabilidad fuera de la
bicapa lipidica. Para ser purificadas necesitan ser extraidas por detergentes, para formar
complejos micelares donde el empaquetamiento puede perderse, permitiendo el
desdoblamiento y la pérdida de la actividad de las proteinas. La formacién de micelas
con detergente es muy bien conocida por su capacidad de reducir los contactos proteina-
proteina para aislarlas y posteriormente tener la posibilidad de cristalizarlas (Matar-
Merheb y cols., 2011).

En la ultima década, nuestro entendimiento de la estructura y funcion de las
proteinas membranales ha tenido un avance muy significativo, y gracias a esto su
caracterizacion detallada puede ser aprovechada experimentalmente en muchos
campos. Los detergentes han jugado papeles significativos en estos esfuerzos, y han
servido como herramientas para aislar, solubilizar, y manipular proteinas de membrana
para subsecuentes caracterizaciones bioquimicas y fisicas. Muchos de los métodos
exitosos para reconstituir y cristalizar proteinas de membrana se basan en la conducta
de los detergentes. Su comportamiento en solucion y en la presencia de proteinas puede
limitar su uso con técnicas experimentales especificas. Por lo tanto, la eleccion del
detergente y las condiciones experimentales, puede tener un enorme impacto en si una
técnica puede ser aplicada con éxito a una proteina membranal especifica. Aunque
muchos nuevos detergentes estan disponibles ahora para usarse con proteinas de
membrana, un claro entendimiento de los detergentes y de la estructura de las micelas y
los complejos detergente-proteina es crucial para los bioquimicos (Garavito y Ferguson-
Miller, 2001).

En solucion acuosa los detergentes son moléculas de superficie activa que se
autoasocian y unen a la superficie hidrofébica en una manera dependiente de la
concentracion. El caracter anfipatico de los detergentes es evidente en su estructura, la
cual consiste de una cabeza con un grupo polar (0 cargado) y una cola hidrofébica
(Garavito y Ferguson-Miller, 2001). En contraste a las moléculas puramente polares o no
polares, las moléculas amfipaticas exhiben propiedades uUnicas en agua. Sus grupos
polares forman uniones de hidrégeno con moléculas de agua, mientras que las cadenas

de hidrocarbonos se agregan debido a las interacciones hidrofébicas (Bhairi, 2001).
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Muchos detergentes caen en una de las tres categorias, dependiendo del tipo del grupo:
idnico (catidnico o anionico), no idnico o bipolar. EI comportamiento de un detergente
especifico depende del caracter y estereoquimica de su cabeza del grupo y cola

(Garavito y Ferguson-Miller, 2001).

Los detergentes se auto asocian en formas estructurales llamadas micelas. A un
amplio umbral de concentraciones de mondmeros llamado concentracion micelar critica
(CMC), la auto asociacion ocurre y se forman micelas. Idealmente, la concentracion de
monomeros de detergente se mantiene constante por encima de la CMC a medida que
mas detergente es afadido a la solucion; soélo la concentracion de micelas aumenta.
Cuando la concentracion excede la CMC, se convierte en un detergente capaz de
solubilizar moléculas hidrofébicas y amfipaticas, tales como lipidos, en micelas mixtas o
agregados micelares. Por otra parte, la solubilizacion completa y estable de muchas
proteinas integrales de membrana generalmente ocurre por encima de la CMC, cuando
el detergente se asocia con la superficie hidrofobica de las proteinas de membrana para
crear un complejo proteina detergente soluble en agua (PDCs) (Garavito y Ferguson-
Miller, 2001).

Los detergentes solubilizan proteinas de membrana al unirse a las partes
hidréfobas de las proteinas. Las proteinas se incorporan a estas micelas via
interacciones hidrofobicas. Las regiones hidrofobicas de las proteinas de membrana,
normalmente embebidas en la bicapa lipidica, son ahora rodeadas por la capa de
moléculas de detergente y las porciones hidrofilicas son expuestas al medio acuoso.
Esto mantiene a las proteinas membranales en solucion. Si se remueve completamente
el detergente podria resultar en la agregaciéon de las proteinas debido a que las regiones
hidrofébicas de estas moléculas quedan al descubierto, pudiendo causar su precipitacion
(Bhairi, 2001).

5. Purificaciéon de los complejos bc
Los complejos bcs han sido aislados de una vasta variedad de fuentes, tales como
mitocondrias de vertebrados y levaduras, plantas, tripanosomatidos y bacterias (Montoya

y cols., 1999; Yu y Le Brun, 1998). El primer protocolo para la purificacién de los
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complejos bcy involucra el fraccionamiento con detergentes de sales biliares (como el
sulfato de amonio 6 el colato de sodio, etc.). Este proceso comienza con una
centrifugacion del solubilizado de las membranas en la que la citocromo oxidasa se
queda en la pastilla y los complejos I, Il y Il son selectivamente extraidos. Separar al
complejo Ill del | y del Il requiere de multiples pasos de fraccionamiento (Berry y cols.,
2000).

Entre los detergentes utilizados para purificar proteinas de membranas, el
detergente sintético no iénico, dodecil maltésido (DDM), ha probado ser un agente
eficiente para purificar una multitud de transductores de energia membranales, y parece
ser adecuado para la extraccion y el fraccionamiento de una variedad de complejos
proteinicos membranales. El DDM ha sido usado para aislar a la citocromo ¢ oxidasa, la
rodopsina y los centros de reaccion fotosintéticos altamente activos y estables (Ljungdahl
y cols., 1987). Debido a que los detergentes no idnicos contienen una cabeza con un
grupo hidrofilico no cargado, que consiste de grupos glicosidicos, son mas adecuados
para interrumpir interacciones lipido-lipido y lipido-proteina. Por lo tanto, estos son
considerados no desnaturalizantes y son ampliamente usados en el aislamiento de
proteinas de membrana en sus formas biologicamente activas (Bhairi, 2001). También se
ha utilizado en pruebas de extraccion y mantenimiento de proteinas de membrana

mostrando buenos resultados con este detergente (Tulumello y Deber, 2012).

~ 22 ~



‘ Antecedentes

En 1995 Yu y colaboradores identificaron al operon qcrABC, de Bacillus subtilis
que codifica para una quinona: citocromo ¢ reductasa y que es distinto a los complejos
bcsy bef. Yu y Le Brun en 1998 realizaron estudios sobre las subunidades del complejo
bc de Bacillus subtilis, encontrando que no pertenecen a los complejos tipo bct ni bef, por

tener caracteristicas de un complejo fotosintético, aunque la bacteria no es fotosintética.

Antecedentes directos

En 1985, Berry y Trumpower obtuvieron un supercomplejo activo formado por los
complejos tipo bcy y citocromo ¢ oxidasa de Paracoccus denitrificans utilizando DDM y
cromatografias con las resina Dietilaminoetil (DEAE) -Celulosa, DEAE-Sefarosa y una
columna de hidroxilapatita. En 1987 Ljungdahl y colaboradores purificaron los complejos
bcs de Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter capsulatus MT1131, de mitocrondria de
corazon de bovino y de levadura. Este fue el primer reporte de una metodologia de
purificacion del complejo bc; activo de diferentes especies. Se utilizé el detergente
dodecil maltésido y dos cromatografias de intercambio i6nico (DEAE-Biogel y DEAE-
Sefarosa CL-6B). En 1988 Kutoh y Sone purificaron el complejo quinol:citocromo ¢ 6xido-
reductasa de la bacteria gram-positiva y termofilica Bacillus PS3 utilizando el detergente
Triton X-100 y dos cromatografias con las resinas DEAE-celulosa y DEAE-Toyopearl. En
el 2011 Yoshiki y Sakamoto aislaron un complejo tipo bcs de la arquea aerobia obligada

Aeropyrum pernix utilizando también DDM en presencia de 0.3M NaCl.

En nuestro laboratorio, hemos solubilizado las membranas aisladas de B. subtilis
con el detergente DDM, en una proporciéon de 0.6, 0.8 y 1.5mg DDM/mg de proteina, y
utilizando una cromatografia de intercambio iénico con la resina DEAE-Biogel A (Bio-
Rad). Hemos logrado aislar una fraccion enriquecida del complejo bsc, con mayor
actividad con respecto al solubilizado. También se aislé al complejo Il y su actividad

aumento con respecto al solubilizado.
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‘ Hipodtesis

Si se solubilizan las membranas aisladas de Bacillus subtilis con el detergente
DDM, los complejos respiratorios permaneceran activos y podran aislarse al pasar el
sobrenadante del solubilizado a través de una cromatografia de intercambio idnico.
Después de obtener el sobrenadante del solubilizado y cargarlo a una cromatografia con
las resinas DEAE-Biogel A y DEAE-Toyopearl obtendremos al complejo bsc puro para

posteriormente estudiar los complejos que se purifiquen en esta cromatografia.

Objetivo general

Obtener una fraccidn enriquecida del complejo bec de B. subtilis utilizando

diferentes proporciones de DDM/g proteina y también, en algunos casos, fuerza idnica.

Obijetivos particulares

e Analizar la solubilidad de las membranas de Bacillus subtilis con el detergente
dodecil maltésido (DDM), en diferentes proporciones de detergente/proteina, para
obtener una fraccion del sobrenadante donde se extraiga mas del 80% del complejo
bsc de B. subtilis.

e Obtener la pastilla y el sobrenadante del solubilizado al centrifugar y analizar por
espectro de absorcion, geles de poliacrilamida y medicion de las actividades

enzimaticas, la presencia de los complejos respiratorios.

e Utilizar este sobrenadante para aislar al complejo bsc por medio de cromatografias

con diferentes resinas de intercambio idnico.

e Analizar la composicién de los complejos respiratorios de cada fraccion obtenida, en
la cromatografia por espectro de absorcion, geles de poliacrilamida, medicién de la

actividad de los complejos respiratorios y electroforesis nativa.
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‘ Materiales y métodos

1. Crecimiento de las células de B. subtilis:

Bacillus subtilis 168 se adquirid del Bacillus Genetic Stock Center (Ohio State
University). Se inocularon 3.5ml de medio super rico (MSR) (2.5% Bacto-triptona, 2%
extracto de levadura, 0.3% K;HPO,4 y 3% succinato de sodio a pH 7.5) suplementado con
una solucién de micronutrientes, 300ul/Lt (2.2% MnCly, 0.5% ZnS0O4-7H20, 0.5% H3BOs,
0.016% CuS04-5H,0, 0.025% Na;Mo04-2H,0, 0.46% Co(No3)-6H,O y 0.5% (v/v)
H,SO,4 concentrado) con una asada de células de Bacillus subtilis de una caja con LB
placa y se dejaron crecer a 37°C toda la noche (ON) a 200rpm. Después este inoculé se
vertid en un matraz de 2.5L que contenia 1L de MSR y se incub6 por 23hrs, a 37°C con

un movimiento en orbital de 200rpm (Henning y cols., 1995).

2. Cosecha de cultivos saturados de B. subtilis:

A las 23hrs se midié la densidad optica (D.O.) del medio a 600nm, en la cual el
valor optimo fue de 0.4 de absorbancia o superior. Después el medio se centrifugé 20min
a 5000rpm en la centrifuga Sorvall Evolution RC con el rotor GSA. Se decant6 el
sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 100mM de amortiguador de fosfatos pH 6.6
y se centrifugé en el rotor SS-34 10min a 8000rpm. Se decantd el sobrenadante, se
pesaron los gramos de células obtenidos y la pastilla se guarddé a -20°C (Konings vy
Freese, 1972).

3. Obtencion de membranas:

Se obtuvieron las membranas por el método de lisis celular usando 70g de
bacterias en amortiguador de 50mM fosfatos de potasio pH 8 y se anadié 0.1-0.15mM de
4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride (AEBSF), como inhibidor de
proteasas. Se agrego6 0.3g/L de lisozima, 10mg/L de DNAsa y 10mg/L de RNAsa y se
incubaron 15min a 37°C a 140rpm. Después se les puso 10mM final de MgSO4 y una
mezcla de inhibidores de proteasas (250mM g-aminocaproico, 2mM EDTA) incubando
37°C 2min y se agregd MgSO,4 a una concentracion final de 20mM. Se centrifugaron a
5000rpm 20min con el rotor GSA, se juntaron los sobrenadantes y se volvieron a
centrifugar por 42min a 11,000rpm en el rotor GSA. El sobrenadante se decantd y se
resuspendieron las membranas con 0.1M amortiguador de fosfatos de potasio pH 6.6;
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después se centrifugaron de nuevo durante 15min a 15,000rpm en el rotor SS-34. La
pastilla se resuspendi6 en el volumen minimo con el mismo amortiguador de fosfatos y
se agrego Glicerol 1:1, TmM AEBSF e inhibidores de proteasas (marca Roche) (2ml por
cada 50ml), las membranas se guardaron a -20°C (Hagerhall y cols., 1992; Hederstedt,
1986).

4. Solubilizacién con DDM/g proteina:

Se tomaron 500mg de proteina de membrana y se diluyeron en amortiguador B3
(50mM Tris HCI pH 8 a 4°C, 1mM MgSOy,), para lavarlas y eliminar el glicerol. Se
centrifugaron a 13,000 rpm a 4°C durante 30min. Pasado este tiempo se desechd el
sobrenadante y se resuspendio la pastilla con el volumen minimo necesario con
amortiguador B3; terminado este paso se diluyé a un volumen final para tener una
concentracion de 10 mg/ml de proteina con 50mM final de Tris pH 7.4, 1mM final de
MgSO4 (B3), cocktail de inhibidores de proteasas (Roche), 1mM final de AEBSF, 1.5mg
DDM/mg proteina (Stock DDM 200ug/pl) y 100mM final de NaCl (Ljungdahl y cols.,
1987). Lo anterior se colocé en agitacion durante 1hr a 4° C. En cada paso de la
purificacion se tomd 1ml de muestra y se le agregé glicerol 1:1 e inhibidores de proteasas
(1mM final de AEBSF, e inhibidores de proteasas marca Roche) a -20°C. La muestra se
centrifugd a 45,000 rpm una hora a 4° C con un rotor T875 y se colecté el sobrenadante
sin la capa blanca de lipidos, midiéndose el volumen y agregando inhibidores de
proteasas (1mM final de AEBSF, e inhibidores marca Roche) esperando la segunda
solubilizacion. La pastilla se resuspendi6 en B3 y se le agregaron inhibidores de
proteasas, después se le hizo una cuantificacion de proteinas (Lowry y cols., 1951;
modificado por Markwell en 1978 para proteina de membrana) y se analizé por medio de
espectros de absorcion. Se guardé una muestra de la pastilla del mismo modo que el
solubilizado y el sobrenadante. Se realiz6 una segunda solubilizacion con los pasos
anteriores. Los dos sobrenadantes obtenidos se juntaron, se dializaron y se aplicaron a la
columna. Los sobrenadantes y pastillas (de ambas solubilizaciones) se analizaron junto

con las fracciones obtenidas de la cromatografia.
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5. Dialisis de la muestra:

Los sobrenadantes del solubilizado se dializaron a 4° C durante toda la noche
utilizando una membrana para dialisis Spectra/por de 3,500 contra un 100 volumenes del
sobrenadante de amortiguador B3, manteniendo una agitacion constante. Esto para que
el NaCl utilizado en la solubilizacion de las membranas no interfiriera con las cargas de

las proteinas a la hora de cargarlas en la cromatografia.

6. Cromatografia de intercambio idnico:

Se equilibré la resina DEAE-Biogel A de BioRad con 10 volumenes de
amortiguador B3 mas 0.1mg/ml de DDM. Una vez cargada la muestra, se realizé un
lavado con amortiguador B3 con 10mM de NaCl, 2 volumenes de columna, con
amortiguador B3 con 40mM de NaCl, 3 volumenes de columna, con amortiguador B3 con
100mM de NaCl, 3 volumenes de columna, un gradiente de amortiguador B3 con 100 a
500mM de NaCl, 3 volumenes de columna y un lavado mas con amortiguador B3 con
500mM de NaCl, 1 volumen de columna. Al finalizar se hizo un perfil de absorcién de las
fracciones tomando la absorbancia a 280 y 415nm de cada fraccién y se colectaron
aquellas cuyos picos de absorbancia fueron altos (absorbancia mayor a 0.01) asi como
coincidentes. Se agregaron inhibidores de proteasas y DDM a 0.1mg/ml (al total a
concentrar); se concentrd6 cada fraccion al minimo volumen posible en centricones
(Millipore) de 15ml, centrifugando a 3500rpm y afadiendo al final glicerol en proporcién

1:1, 0.15mM AEBSF y la mezcla de inhibidores de proteasas.

Se realiz6 una segunda cromatografia con la resina DEAE-Toyopearl de Tosoh
para algunas fracciones de la primera cromatografia. Se equilibré la columna con 10
volumenes de columna de amortiguador B3 mas 0.1mg/ml de DDM. Ya cargada la
muestra se realizé un lavado con amortiguador B3z con 10mM de NaCl, 2 volumenes de
columna, amortiguador B3 con 40mM de NaCl, 3 volumenes de columna, amortiguador
B3 con 100mM de NaCl, 2 volumenes de columna, un gradiente con amortiguador B3 de
100 a 500mM de NaCl, 6 volumenes de columna y un lavado con amortiguador B3 con
500mM NaCl. Se hizo un perfil de absorcion de las fracciones tomando la absorbancia a
280 y 415nm de cada fraccion, colectando aquellas cuyos picos de absorbancia fueron
los mas altos asi como coincidentes. Se agregaron inhibidores de proteasas y DDM a

0.1mg/ml (al total a concentrar) y se concentré cada fracciéon al minimo volumen posible



en centricones (Millipore) de 15ml, centrifugando a 3500rpm y afadiendo al final glicerol
1:1, 0.15mM AEBSF y mezcla de inhibidores de proteasas (Kutoh y Sone, 1988).

7. Obtencion de espectros de absorcion:

Los espectros de absorcion se obtuvieron para las membranas, el solubilizado, el
sobrenadante, la pastilla y las fracciones de las cromatografias, utilizando un
espectrofotometro DW2 Aminco con modernizacion de OLIS, para observar e identificar a
los citocromos caracteristicos de cada complejo respiratorio y para conocer qué complejo
0 complejos se encontraron en cada muestra y para determinar su concentracion. Se
corrié una linea base de 400 a 650nm con amortiguador 0.1M de fosfatos de potasio pH
6.6 para las membranas o amortiguador B3 para las fracciones obtenidas de la
solubilizacion y de las cromatografias. Se corrié un espectro primero para las muestras
oxidadas. Se utilizaron ascorbato y ditionita, ambos son donadores de electrones que se
utilizaron para reducir a los complejos respiratorios. El ascorbato es un reductor mas
débil que la ditionita. A la muestra se le agregaron unos cuantos granos de ascorbato y
se corrio un espectro de 400 a 650nm y después se agregd ditionita y se corrié el
espectro en el mismo rango de longitudes de onda. Se obtuvo un espectro diferencial de
los espectros reducidos menos los oxidados y después se hizo un diferencial entre el
reducido con ascorbato menos oxidado, menos el reducido con ditionita menos oxidado.
Para identificar a los citocromos se usaron las siguientes longitudes de onda coeficientes

de extincién molar: (Tabla 2).

Tabla 2. Coeficientes de extincion molar de los citocromos c+cy, b y a de la cadena respiratoria para Bacillus subtilis
(de Vrij y cols., 1987).

Longitud de onda (nm) | Coeficiente de extincién (€)
Citocromo ¢ 550 19.1mM-1 cm-1
Citocromo b 560 20mM-1 cm-1
Citocromo a 600 16.5mM-1 cm-1

8. Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry:

Para este método colorimétrico se construyé una curva patrén con cantidades
crecientes albumina sérica de bovino (ASB) (0-20ug) usando la concentracién de
100ug/ml. La curva, asi como las muestras problema se hicieron por duplicado. Se
prepard una solucién A fresca (20g/L Na,COs, 4g/L NaOH4, 2g/L NaK tartrato de sodio-
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potasio y 1% SDS) la cual se mezcld con la solucién B (4% CuSO y agua bidestilada) en
una proporcion 99 A: 1 B. Se hizo una dilucién de la muestra problema 1:100 en agua y
se pusieron cantidades crecientes en diferentes tubos. Se afadio agua hasta 200yl a
todos los tubos. Se agregdé la solucion A+B a todos los tubos, se mezclaron y se
incubaron durante 10 minutos. Después se les afadio el reactivo de Follin (dilucion 1:1
en agua), se mezclaron y se incubaron treinta minutos. Se leyeron las absorbancias de
los tubos en el espectro a 750nm. La concentracién de la muestra se determiné por
interpolacién de los valores de absorbancia en la curva patrén (Lowry y cols., 1951;
Markwell y cols., 1978).

9. Geles de poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Litio (LiDS):

Se corrieron electroforesis en geles de poliacrilamida con 10% LiDS, (19.7cm de
alto por 16cm ancho, por 2mm de grosor). Para el amortiguador superior se usé un stock
de electroforesis (0.9% de Tris y 5.76% de glicina) y agua. Para el amortiguador inferior
se utilizé el mismo stock ademas de 1mM final de EDTA y 0.1% de LiDS. El gel de
separacion se preparo al 14% de acrilamida y 0.45% de Bis acrilamida con una solucion
conteniendo 400mM de Tris pH 8.8, 0.1% de LiDS, 0.03% de persulfato de amonio y 1%
de N,N,N',N'-tetrametiletiienodiamina (TEMED). EI gel condensador se preparé al 5% de
acrilamida y 0.16% de Bis acrilamida conteniendo ademas 146.2mM de Tris pH 6.8, 0.1%
de LiDS, 0.03% de persulfato de amonio y 1.12% de TEMED. Las muestras se trataron
utilizando una mezcla digestora con 12% glicerol, 62.5mM Tris-HCI pH 6.8, 1mM AEBSF
y 2ml por cada 50ml de muestra de inhibidores de la marca Roche. Se utilizaron
marcadores de peso molecular de la marca Promega (no tefidos), con un rango de 200 a
7kDa. Los geles se corrieron a 50V, 600mA, 250W 3hrs y después a 140V, 250W, 19hrs
a 4° C. Para los geles de la cromatografia con DEAE-Biogel A se tomaron en cuenta los
nmoles de citocromos necesarios para que estos se pudieran observar en la tincién con
TMBZ tomando en cuenta siempre al citocromo en menor concentracion, por esto la
cantidad de proteina vari6 en cada fraccibn mientras que para los geles de las
cromatografias con DEAE-Toyopearl se cargd una cantidad similar de proteina en cada
fraccion, pero cuidando que la concentraciéon de citocromo ¢ no disminuyera de la minima

concentracion para poder observarse en la tincion.
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10. Geles claros nativos de alta resolucién (primera dimension):

Se corrieron electroforesis en geles claros nativos de alta resolucion (16cm de alto
por 16cm de ancho, por 1.5mm de grosor). Se utiliz6 un amortiguador superior a pH 7
(50mM de Tricina, 15mM de Bis-Tis, 0.02% de DDM y 0.05% deoxicolato) y un
amortiguador inferior a pH 7 (15mM de Bis-Tris). El gel separador se preparé con un
gradiente del 4% de acrilamida, 0.12% Bis acrilamida al 13% de acrilamida, 0.4% bis
acrilamida por separado. La mezcla con 4% de acrilamida ademas contenia
amortiguador con 8.35mM final de acido €-aminocaproico, 2.506mM final de Bis-Tris,
0.03% final de TEMED y 0.03% final persulfato de amonio, y la mezcla con acrilamida al
13% contenia ademas amortiguador con 15.918mM final de acido g-aminocaproico,
4.775mM final de Bis-Tris, 0.03% final de TEMED y 0.03% final persulfato de amonio. El
gel condensador se preparé al 4% de acrilamida, 0.12% Bis acrilamida y amortiguador
con 50mM acido g-aminocaproico, 15mM Bis-Tris, 0.066% final de TEMED y 0.053% final
de persulfato de amonio. A las muestras se les agrego rojo de Ponceau S para tener un
frente durante la electroforesis y 1mM AEBSF. Se utilizaron los marcadores de peso
molecular pretefiidos marca Nippon Genetics con un rango de 170 a 15kDa. El gel se
carg6 a 4° Cy se corrio a 100V, 20mA, 250W por 90min y después a 500V, 20mA, 250W
por 180min (Wittig y cols 2007).

11. Geles de segunda dimension de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS):

Los geles de primera dimension se retiraron de las placas y se cortaron en tiras
correspondiendo a cada carril del gel. Se incubaron a temperatura ambiente y en
agitacion durante una hora en el amortiguador de segunda dimension (2.5% dodecil
sulfato de sodio, 10% glicerol, 62.5mMTrizma base y 10mM Ditiotreitol (DTT)). Las tiras
se secaron sobre de las placas de vidrio de 10 a 20min y después se prepararon los
geles de segunda dimension con un gel condensador al 4% de acrilamida, 0.13% Bis
acrilamida, 745.033mM final de Tris pH 8.45 del amortiguador, 0.3% SDS, 0.066% final
de TEMED y 0.066% final de persulfato de amonio. El gel separador se preparo al 14%
de acrilamida, 0.4% Bis acrilamida, 996.346mM final de Tris pH 8.45, 0.3% SDS, 79.5%
final de glicerol, 0.033% final de TEMED y 0.033% final de persulfato de amonio. Se
utilizaron los marcadores de peso molecular pretefiidos marca Nippon Genetics con un
rango 175 a 15kDa. Se corrieron a 45V durante tres horas y después a 120V durante

12hrs (Schagger y cols. 1994).
~ 30 ~



12. Tincién de geles con tetrametil bencidina (TMBZ):

Se preparo una solucion fresca de 6.3mM TMBZ en metanol y se mezclaron tres
partes de bencidina-metanol con 7 partes de 0.25M acetato de sodio pH 5.0. Los geles
se sumergieron en esta mezcla en agitacion y en obscuridad de 1 a 2hrs. Pasado este
tiempo se les agregd H,O, hasta una concentracion final de 30mM. La tincion es visible a
los 3min y se incrementa hasta los 30min. Los geles se pusieron en una mezcla de 3
partes de isopropanol y 7 partes de 0.25M acetato de sodio a pH 5.0, con la cual se
lavaron 2 veces para eliminar los residuos de bencidina (Thomas y cols., 1976). Se
utilizaron 0.2nmoles de citocromo ¢ de caballo mezclado con los marcadores de peso
molecular como control positivo para esta tincion. Se escanearon después de la tincion

en un escaner HP Scanjet 4070 Photosmart.

13. Tincién con azul de Coomasie:
Se preparé la solucion de azul de Coomasie con metanol al 50%, acido acético al
10% y azul brillante de Coomasie R al 0.25%. Los geles se sumergieron en esta solucion
durante toda la noche. Después se revelaron con una solucion destefiidora (metanol al
15%, acido acético al 10% y agua). Se escanearon en un escaner HP Scanjet 4070
Photosmart (Laemmli, 1970).

14. Tincién con nitrato de plata:

Los geles se fijaron durante 20min con solucion fijadora (50% metanol y 5% acido
aceético), después se lavaron 3 veces con agua bidestilada por 20min y se incubaron en
solucion sensibilizadora (0.02% tiosulfato de sodio) durante 2min. Se lavaron
nuevamente con agua bidestilada 2 veces, durante 1min. Se agregd la solucion de
nitrato de plata (0.1% nitrato de plata) y se incubaron por 1hr a 4°C en agitaciéon
constante. Se volvieron a lavar con agua bidestilada 2 veces, durante 1min. Se anadio la
solucién reveladora (2% carbonato de sodio y 0.04% formaldehido). Se agité hasta que
la intensidad fue la deseada y se sumergieron en la solucion de paro (5% acido acético)
(http://msf.ucdavis.edu/silverstaining_protocols.html). Se le tomdé una foto con el

fotodocumentador Biotop Biosens SC-645 Gel Documentation System.
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15. Medicion de actividades enzimaticas:

Se realizaron ensayos enzimaticos para la medicion de la actividad de los
complejos respiratorios NADH deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa, complejo bsc
y citocromo c oxidasa caas en el espectrofotometro de doble haz (Aminco, modernizacion
de OLIS). El ensayo | para los complejos succinato deshidrogenasa, complejo bsc y
citocromo ¢ oxidasa caas, se hizo a 2 longitudes de onda en modo dual (550 y 540nm)
observando la oxidorreduccion del citocromo c¢ y el ensayo |l para los complejos NADH
deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa, en modo dual (600 y 750nm) en el cual se
midid la reduccion del DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol). En el ensayo | se utiliz6 un
amortiguador de actividad (50mM Fosfatos de potasio pH 7, 250mM sacarosa, 0.2mM
EDTA pH 8 y 0.01% Tween-20). Las membranas se diluyeron previamente en una
relacion de 1:3 volumenes con amortiguador de actividad y se incubaron en hielo durante
media hora. Los reactivos del ensayo fueron (en orden de adicién): 10uM de citocromo ¢
reducido, 0.3mg de proteina de muestra, 8uM de rotenona, 1TmM de KCN, 5mM
succinato de Na, 30uM de citocromo ¢ oxidado, 2mM de TTFA, 2mM de EDTA, 200uM
de DBH; y 1uM de Antimicina. Para el ensayo |l se utilizé el buffer de actividad con azida
de Na. El orden de adicién de los reactivos y su concentracion final fue 0.3mg de muestra
1mM KCN, 40uM DCPIP, 50uM NADH, 8uM rotenona, 40uM DCPIP, 5mM succinato de
Na, TmM PMS, 4mM TTFA, 40uM DCPIP (opcional) y 80uM DQ. EIl coeficiente de
extincion utilizado para el citocromo ¢ fue de 19.1mM™ cm™ y el de DCPIP de 22mM™" cm”
' Estos se utilizaron para calcular la velocidad de cada una de las enzimas utilizando la

pendiente que se obtiene después de cada adicion (Benit y cols., 2006).

16. Medicion del consumo de oxigeno por el método de oximetria:

Se utilizé el equipo unidad de control del electrodo CB1-D3 y la cadmara de
oxigeno del electrodo DW1 de la marca Hansatech. Se realizaron 2 ensayos diferentes.
Para el primer ensayo las membranas de B. subtilis y las fracciones de las
cromatografias se incubaron media hora diluidas a una relacién1:3 en amortiguador de
actividad sin azida de sodio (250mM de sacarosa, 50mM de fosfatos de potasio pH 7,
0.1% Tween-20, TmM de NaN3) a 4°C. El ensayo se realizé a temperatura ambiente. Se
comenzo el ensayo agregando el amortiguador, después la muestra, después se agrego
200uM de DBH;, 1mM de azida de sodio y 5mM de NaCN con un calculo de 253.4nmol

0O, en 1ml como volumen final.
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Para el segundo ensayo las muestras se incubaron 10min con una dilucidn 1:3 en
amortiguador con 25mM de fosfatos de sodio pH 7 a 4° C. Se comenzo6 el ensayo
agregando el amortiguador, después la muestra, 20mM succinato de sodio pH 7, 200uM
DBH,, 5mM ascorbato (preparado en 25mM fosfatos de sodio pH 7), 5uM Tetrametil-p-

fenilendiamina (TMPD), 10mM azida de sodio (NaN3) y 5mM NaCN (Assempour y cols.
1998).
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Resultados

1. Crecimiento de las células de Bacillus subtilis:

Al crecer a B. subtilis en MSR suplementado con 3% de succinato en condiciones
bien aireadas se obtuvo un rendimiento promedio de 12.9g de células por litro. Por 75g
de células utilizadas se obtuvieron 47.5ml de membranas por medio de lisis celular a una
concentracion de proteina de 13.67mg/ml. En la siguiente tabla se muestran los datos de

la extraccion de las membranas a partir de 75g de bacterias (Tabla 3).

Tabla 3. Datos representativos de la extracciéon de membranas realizada.

Cantidad de Vol. De Concentracion Proteina nmoles de
células membranas de proteinas total citocromos totales
utilizadas en 47.5ml de
Membranas 759 50mi 13.67mg/ml 649.37mg membranas
Citocromo ¢ 1267.48nmoles
Citocromo b 1075.93nmoles
Citocromo a 587.63nmoles

2. Espectros de absorciéon de membranas.

En la figura 8 se observa el espectro diferencial (reducido con ditionita menos
oxidado) de las membranas de B. subtilis, en el que se obtuvieron los siguientes picos de
absorcion. Un pico alrededor de 552nm para el citocromo ¢, un pico alrededor de los
560nm para el citocromo b y un pico alrededor de los 602nm para el citocromo a, en la

tabla 4 se muestra la concentracién de citocromos c, b, y a obtenidos del espectro.

Se observd que la concentracion de citocromo b y ¢ es muy similar, mientras que

la del citocromo a es casi la mitad de ambos.
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Figura 8. Espectros diferenciales de absorciéon (reducido con ditionita menos oxidado) de las membranas extraidas de
células de B. subtilis crecidas con 3% de succinato. Se utilizaron 3mg de proteina de membrana para el espectro. La
absorbancia se muestra del lado izquierdo con un intervalo de 0.02unidades de Absorbancia. En la linea azul se
muestra el diferencial reducido con ditionita menos oxidado y en verde un segundo diferencial reducido con ditionita
menos oxidado cuando se agregd mas ditionita. Cit ¢, b y a sefialan los picos caracteristicos a 550, 560 y 600nm,
respectivamente.

Tabla 4. Relacién de citocromos en concentracion absoluta (uM) y concentracion relativa (nmoles/mg prot.) de
membranas de B. subtilis crecidas en MSR con 3% de succinato utilizando los datos de la figura 8.

UM nmoles/mg proteina. | Proporcién por cit ¢
Citocromo ¢ | 28.189 2.061
Citocromo b | 27.007 1.975 0.96
Citocromo a | 12.895 0.943 0.45

3. Solubilizacion de membranas con diferentes proporciones de DDM/mg de
proteina de membrana. Analisis por espectros diferenciales de absorciéon de las
fracciones obtenidas de la solubilizacion.

Se realizaron varias solubilizaciones con diferentes relaciones detergente:
proteina: 0.6, 0.8, 1.5, 6 y 10mg DDM/mg de proteina, para encontrar la relacién con la
que se consiguiera la mayor cantidad de citocromo b en el sobrenadante, después de
centrifugar cada solubilizado. Se tomé en cuenta este citocromo por haber dos hemos b
del complejo bec, por tanto serian diagnosticos de la presencia del complejo bsc en el

sobrenadante del solubilizado.

En los sobrenadantes de todas las solubilizaciones se obtuvieron espectros

diferenciales (reducidos con ditionita menos oxidados) muy parecidos al espectro de las
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membranas, observandose picos para citocromos c alrededor de 550nm, b alrededor de

560nm y citocromos a alrededor de 600nm en todos los casos (Figura 9).

En la tabla 5 se muestra el analisis de las solubilizaciones realizadas en base a las
concentraciones de citocromos utilizando los espectros de absorcion de la figura 9. Las
concentraciones de citocromos b extraidos en el sobrenadante y en la pastilla se
representaron en porcentajes tomando al solubilizado como el 100%. Con 0.6mg
DDM/mg de proteina se recupero el 55.1% del total del citocromo b, con 0.8mg DDM/mg
de proteina disminuyo6 al 37.92% y con 1.5mg DDM/mg de proteina se obtuvo 67.07%
siendo el mayor porcentaje de recuperacion de todas las relaciones. Después de 6mg
DDM/mg de proteina, el porcentaje de citocromo b comenzé a decrecer hasta un 17.84%
y un 16% con 10mg DDM/mg de proteina. En la tabla 5 se observan también diferentes
volumenes para las solubilizaciones porque se realizaron varias pruebas en un principio
con volumenes pequefios y después se aumentaron para obtener mayor cantidad de

proteina para los experimentos.

La mejor relacion detergente: proteina fue de 1.5mg de DDM/mg de proteina, al
extraer la mayor cantidad de citocromo b con un 67.07% en el sobrenadante del

solubilizado y una concentracion de proteina de 2.63mg/ml.

Tomando en cuenta la concentracion micelar critica del DDM la cual es de
0.17mM (0.009% w/v) en agua se realizaron calculos para conocer si en las diferentes
relaciones de detergente proteina utilizadas en este trabajo se rebasé la CMC en los
cuales se observd que las relaciones de 0.6 y 0.8mg DDM/mg de proteina se
encontraron por debajo de la CMC con concentraciones de 0.012 y 0.016mM de DDM
mientras que las relaciones de 1.5, 6 y 10mg DDM/mg de proteina sobrepasaron la CMC
con concentraciones de 0.294, 1.176 y 1.961mM, estas dos ultimas sobrepasandolo por

mucho.

Se repitio la solubilizacion de las membranas con 1.5mg de DDM/mg de proteina
pero ahora en presencia de NaCl para mejorar la separacién del complejo bec y la
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citocromo ¢ oxidasa porque se ha reportado que se obtienen juntos en los diferentes
pasos de la purificacion del complejo tipo bc. Con el NaCl se obtuvo el 80% del citocromo

b en el sobrenadante (Tabla 5).

A 0.6mg DDM/mg de proteina
cite )
cith
0.005 Abs
cita
500 520 540 560 580 600 620 G640

Longitud de onda {nm})

B 0.8mg DDM/mg de proteina

citc cith

0.005Abs

500 520 540 560 580 600 620 640
Longitud de onda (nm)
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1.5mg DDM/mg de proteina

citc  cith
0.03Abs

cita

500 520 540 560 530 600 620 640
Longitud de onda {nm}
D 1.5mg DDMimg de proteina + 0.1M de NaCl
citc
0.01 Abs cith
cita
500 520 540 560 580 600 620 G640
Longitud de onda (nm)

E 6mg DDM/mg de proteina

citc

500 520 540 560 580 600 620 640
Longitud de onda (nm)
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F 10mg DDM/mg de proteina

citc
cith
0.005 Abs

cita

500 520 540 560 580 600 620 640
Longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectros diferenciales de absorcion (reducidos con ditionita menos oxidados) de los sobrenadantes
obtenidos de la centrifugacion de las diferentes solubilizaciones, que se realizaron con las relaciones de DDM que se
indican. Entre paréntesis se indica la cantidad de muestra utilizada para el espectro de absorcién. A. 0.6mg de
DDM/mg de proteina (0.5mg de proteina). B. 0.8mg de DDM/mg de proteina (0.5mg de proteina). C. 1.5mg de
DDM/mg de proteina (0.37 mg de proteina). D. 1.5mg de DDM/mg de proteina mas 0.1M de NaCl (0.4mg de proteina).
E. 6mg de DDM/mg de proteina (0.263mg de proteina). F. 10mg de DDM/mg de proteina (0.2mg de proteina).
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4. Cromatografia de intercambio idnico con la resina DEAE-Biogel A.

El sobrenadante de la doble solubilizacién con 1.5mg DDM/mg de proteina mas
0.1M de NaCl con la que se extrajo una mayor concentracion de citocromo b y una buena
cantidad de proteina, se dializé para eliminar el NaCl para que la unioén a la resina fuera
eficiente (Figura 10 a). Se obtuvo un perfil de la cromatografia con la absorcién a 280nm
para proteina y a 415nm para los citocromos de cada fraccidén colectada (Figura 10 b).
Del perfil se eligieron los tubos cuya absorbancia fue mayor para ambas longitudes de
onda (Figura 11). Los picos mas grandes se obtuvieron a las concentraciones de 10, 100,
321.2 (55.3% del gradiente) y 355.3mM de NaCl (63.8% del gradiente) (Tabla 6).
También se pudo apreciar en el perfil que la mayoria del citocromo salié en el lavado de
100mM, mientras que la mayoria de la proteina sali® durante el gradiente, a

concentraciones mayores de 300mM de NaCl.

A los tubos de cada pico se les hicieron espectros de absorcién para conocer los
tipos de citocromos resueltos, se concentraron las fracciones correspondientes a los
tubos y se obtuvieron 6 fracciones en total con espectros distintos. Para la fraccion | se
concentraron del tubo 9 al 18, para la fracciéon |l se concentraron del tubo 109 al 111,
para la fraccioén lll se concentré el tubo 112, para la fraccién IV se concentraron del tubo
113 al 140, para la fraccion V se concentraron del tubo 146 al 152 y para la fraccion VI se

concentraron del tubo 153 al 169.
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Figura 10. a) Sobrenadante de la solubilizacion con 1.5mg DDM/mg de proteina corriendo a través de la resina de
intercambio idnico DEAE-Biogel A. 1. El sobrenadante se observa en la parte superior de la columna, con los lavados
de 10, 40 y 100mM de NaCl. 2. Muestra corriendo con el lavado de 100mM de NaCl. 3. Muestra corriendo con el
gradiente de 100 a 500mM de NaCl y el ultimo lavado con 500mM de NaCl. En todos los lavados se utilizd el
amortiguador B3. b) Fracciones obtenidas de la cromatografia (DEAE-Biogel A). Se observaron diferentes patrones de

colores en las fracciones que se fueron obteniendo.

Perfil Cromatografia

100mM Nacl

—

—280 —MH5
Gradiente 100mM-500mM

0.5

10mM NaCl
500mM MNaCl
40mM NaCl
1 LTJ 51 101 1 I_'_l 201
Fraccién [V Fraccién VI
Fraccién | Fraccién |l

. Fraccion V
Fraccién Il

No. de fracciones

Figura 11. Perfil de absorcién (280 y 415nm) de la cromatografia de intercambio iénico con la resina DEAE-Biogel A en
donde se muestran los lavados con las diferentes concentraciones de NaCl: 10, 40, 100 y 500mM y un gradiente de
100 a 500mM de NaCl. Debajo del perfil se muestran por medio de llaves los tubos que se juntaron y concentraron

resultando en 6 fracciones.
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Tabla 6. Porcentaje del gradiente y concentraciéon de NaCl de la cromatografia DEAE-Biogel A en la que se obtuvo

cada fraccion concentrada.

% de NaCl | mM NaCl

DEAE-Biogel

Fraccion | 10
Fraccion Il 100
Fraccion lll 100
Fraccion IV 29.78 219.14
Fracciéon V 55.318 321.27
Fraccién VI 63.829 355.31

4.1 Analisis de las fracciones obtenidas de la cromatografia
Cada fracciéon obtenida de esta columna se analizé por espectros diferenciales de
absorcion, geles de poliacrilamida con LiDS y actividad de los complejos respiratorios,
sblo la fraccion Il fue analizada por geles claros nativos de alta resolucion (1D)
analizados después por 2D SDS-PAGE para conocer qué complejos se separaron en

cada fraccion.

Para tener una idea de cual fraccién fue la mas enriquecida para cada complejo,
se muestran los datos de las actividades por complejo tomando como 100% de actividad
a las membranas de B. subtilis y a los sobrenadantes de las dos solubilizaciones
consecutivas (Figura 12). Para el ensayo | (complejo bec y citocromo ¢ oxidasa caas) se
utilizaron 0.2mg de proteina y para el ensayo Il (NADH DH y SDH) se utilizaron 0.3mg de
proteina. En la tabla 7 se muestran los valores de las actividades para cada complejo en
cada fraccion y en la tabla 8 el enriquecimiento de la actividad de los cuatro complejos
respiratorios asignando a la actividad de las membranas de B. subfilis y los
sobrenadantes un valor de uno. En estas tablas se muestra el enriquecimiento de la
actividad enzimatica de los complejos a través de los pasos de la purificacion del
complejo bgc. Mas adelante se presenta el analisis que se hizo para cada fraccion
obtenida. Para la NADH DH la mayor actividad se presentd en la fraccién IV con un
enriquecimiento de la actividad de 2.41 con respecto a las membranas y con un
enriquecimiento de 1.05 comparados con la actividad del los sobrenadantes, seguida por
la fraccién Il con un enriquecimiento de 1.26 con respecto a las membranas y un valor de
0.55 respecto a los sobrenadantes. Para la succinato deshidrogenasa las fracciones con
mayor actividad fueron la 5 y la 6, con un enriquecimiento en la actividad de 172.88 y

154.97, respectivamente, respecto a las membranas, y un enriquecimiento en la actividad
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de 3.76 y 3.37 respectivamente, con respecto a los sobrenadantes. Para el complejo bgc
las fracciones con mayor actividad fueron la 3, con un enriquecimiento en la actividad de
2.81 respectivamente a las membranas y un valor de 0.79 con respecto a los
sobrenadantes, seguida de la 4 con 1.85 con respecto a las membranas y 0.52 con
respecto a los sobrenadantes. Finalmente para la citocromo ¢ oxidasa caas las fracciones
con mayor actividad fueron la fraccion IV, con un valor bajo, de 0.25 con respecto a las
membranas y 0.22 con respecto a los sobrenadantes, y la 5, con un valor de 0.22 y un
enriquecimiento en la actividad de 1.15 respectivamente, pero cabe sefalar que la mayor
actividad de la citocromo ¢ oxidasa caas permanecio en las membranas como se muestra
en la figura 12 d, lo que indicé que no se extrajo por completo aun después de las dos
solubilizaciones consecutivas ya que una gran cantidad de proteina permanecio en las
pastillas y se observd que en los espectros diferenciales de éstas aun se pudieron

apreciar picos para citocromo a.

Tabla 7. Valores de las actividades enzimaticas de cada uno de los complejos respiratorios de B. subtilis en las
fracciones obtenidas de la cromatografia con DEAE-Biogel A. (U= nmoles DCPIP 6 cit ¢ (reducido U oxidado) min™).

NADH Succinato Citocromo c
Deshidrogenasa | Deshidrogenasa | Complejo bsc oxidasa caa3
U/mg

Membranas 21.13 2.78 1.23 20.35
Sobrenadantes 48.51 127.97 4.39 3.83
Fraccion Il 26.64 16.35 1.98 0.19
Fraccion Il 3.20 23.26 3.46 1.37
Fraccion IV 50.88 3.01 2.29 5.04
Fraccion V 0.29 480.98 1.31 4.38
Fraccion VI 6.13 431.16 1.20 0.60

Tabla 8. Valores de recuperacion de la actividad enzimatica de cada uno de los complejos respiratorios comparados
contra la actividad de cada complejo obtenido con las membranas y los sobrenadantes por separado, asignandoles un
valor de 1. Sélo se tomaron los valores mayores a 1 como enriquecimiento. Los valores en donde se observé un mayor
enriquecimiento en cada fraccidbn se muestran en rojo. A=con respecto a las membranas. B=con respecto a los

sobrenadantes.
NADH Deshidrogenasa Succinato Deshidrogenasa Complejo bsc Citocromo c oxidasa caas;
A B A B A B A B
Membranas 1 1 1 1
Sobrenadantes 2.30 1 46.00 1 3.55 1 0.19 1
Fraccioén Il 1.26 0.55 5.88 0.13 1.60 0.45 0.01 0.05
Fraccion lll 0.15 0.07 8.36 0.18 2.81 0.79 0.07 0.36
Fraccion IV 2.41 1.05 1.08 0.02 1.85 0.52 0.25 1.32
Fraccién V 0.01 0.01 172.88 3.76 1.06 0.30 0.22 1.15
Fraccion Vi 0.29 0.13 154.97 3.37 0.98 0.27 0.03 0.16
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Figura 12. Actividad enzimatica de los cuatro complejos respiratorios de Bacillus subtilis en las fracciones de la
cromatografia en columna con la resina DEAE-Biogel A. (U= nmoles DCPIP o cit ¢ (reducido t oxidado) min”' mg™ de
proteina). a). NADH deshidrogenasa. b). Succinato deshidrogenasa. c). Complejo bec. d). Citocromo ¢ oxidasa caas.
Las estrellas (3%) indican a las fracciones que presentaron la mayor actividad para cada complejo.

4.2 Fraccion I:

En el diferencial reducido con ascorbato menos oxidado (asc-oxi) se observo un
citocromo ¢ a 551nm por su pico de absorcién caracteristico cercano a los 550nm, en el
diferencial reducido con ditionita menos oxidado (dit-oxi) se observdé nuevamente un
citocromo ¢ por su pico de absorcion a 550nm, y en el diferencial de los dos primeros,
(dit-oxi) menos (asc-oxi) se observé un hombro perteneciente a un citocromo b por su

pico de absorcion a 560nm (Figura 13 a).

En la tabla 9 se muestran las concentraciones absolutas (uM) y las
concentraciones relativas (nmoles/mg de proteina) de los citocromos a, b y ¢
correspondientes de cada espectro de las fracciones de la cromatografia tomando en
cuenta al diferencial (dit-oxi). Estos datos fueron utilizados tanto en los geles de
poliacrilamida, en la tincion con TMBZ, como en los ensayos de oximetria, para poder
calcular la concentracion adecuada de citocromos c y a. El diferencial con ascorbato se
hizo para identificar a los citocromos c. Se observd que la mayor concentracién absoluta
de los citocromo c y b se encontro en la fraccidon V, y la mayor concentracion absoluta de
citocromo a se encontré en la fraccion V. Para los nmoles/mg de proteina, para los
citocromo c¢ y b, la mayor concentracion la tuvo la fraccién Ill, y para el citocromo a la
mayor concentracion la tuvo la fraccion V. En la tabla 10 se muestran los cocientes de
relacion entre los citocromos b por ¢, y a por ¢, en la cual se mostré6 que el mayor
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cociente de relacion entre b por ¢ se encontro en las fracciones 2 y 6 y la fraccion VI
mostré el mayor cociente a por c. Estos datos se utilizaron para la ubicacion de las

posibles asociaciones entre los complejos respiratorios por sus citocromos.

En la fraccion | se encontré una concentracion absoluta de 2.58uM y una
concentracion relativa de 0.53nmoles/mg de proteina para los citocromos ¢ mientras que

no se detectaron citocromos b ni a (Tabla 10).

Tabla 9. Concentraciones absoluta (uUM) y concentracién relativa (nmol/mg proteina) de citocromos c, b y a de las
fracciones de la cromatografia de intercambio iénico con la resina DEAE-Biogel A. Dit. Ditionita. Oxi. Oxidado. n.d. no
detectado.

Diferencial (Dit-Oxi) Diferencial (Dit-Oxi)
UM [ nmoles/mg prot. uM nmoles/mg prot.
Membranas Fraccion lll
Citocromo ¢ | 26.69 1.95 Citocromo c | 28.68 5.18
Citocromo b | 22.65 1.65 Citocromo b | 24.82 4.82
Citocromo a |12.38 0.9 Citocromo a| 0.15 0.029
Sobrenadantes Fraccion IV
Citocromoc | 7.11 2.71 Citocromo c | 45.34 4.98
Citocromo b | 6.37 2.43 Citocromo b | 36.45 4
Citocromo a | 3.87 1.47 Citocromo a | 11.78 1.29
Fraccion | Fraccion V
Citocromoc | 2.58 0.53 Citocromo c | 83.68 3.07
Citocromo b | n.d. n.d. Citocromo b| 75.5 2.77
Citocromo a n.d. n.d. Citocromo a | 78.48 2.88
Fraccion Il Fraccion VI
Citocromo ¢ | 14.31 2.22 Citocromo ¢ | 29.15 1.96
Citocromo b | 13.98 2.17 Citocromo b | 28.75 1.94
Citocromo a n.d. n.d. Citocromo a | 38.36 2.59

Tabla 10. Cocientes entre los citocromos b:cy a:c.

Cociente Cociente
b:c a:c
(Dit-Oxi)
Sobrenadantes 0.9 0.54
Fraccion | 0 0
Fraccion Il 0.98 0
Fraccion lll 0.93 0.006
Fraccion IV 0.8 0.26
Fraccion V 0.9 0.94
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En los geles de poliacrilamida al 14% con LiDS el valor minimo para poder
observar a los diferentes citocromos fue de 0.15nmoles en cada carril (Tabla 11). Para la
tincion con TMBZ, la banda coloreada de verde se identificé como CtaC de la caas por su
peso molecular aparente de 38.4kDa la cual contiene un citocromo c. En la tincion con
azul de Coomasie se identificaron bandas con pesos moleculares cercanos a CtaD,
CtaC, CtaE y CtaF de la caaz aunque en el espectro no se obtuvo un pico para algun
citocromo a lo que indicd que la citocromo ¢ oxidasa no estuvo completa en esta fraccion.
También se identifico a NarH y NarJ de la nitrato reductasa, a QoxA de la quinol oxidasa
aaszy a SdhA y SdhB de la SDH. No se pudieron realizar ensayos enzimaticos por lo que
no se hizo una mayor caracterizacion. En esta fraccion se cargaron 0.15nmoles de

citocromo ¢ y 292.32ug de proteina en el carril (Figura 13 b).

Tabla 11. nmoles y pg de citocromos y proteina utilizados en los geles LiDS-PAGE para cada una de las fracciones
obtenidas de la columna DEAE-Biogel A. Tomando en cuenta siempre al citocromo en menor concentracién para
cargar 0.15nmoles de cada uno como minimo en el gel para poder observarlo en la tincién con TMBZ. El n.d. en
algunas de las casillas significan que no se obtuvo un pico para ese citocromo en los espectros diferenciales de
absorcion. n.i.= no detectado.

nmoles por carril

citocromo ¢ | citocromo b | citocromo a | pg de proteina
Fraccion | 0.15 n.i. n.i. 292.32
Fraccion Il 0.15 0.15 n.i. 69.14
Fraccion Il 0.16 0.15 0.00091 31.12
Fraccion IV 0.58 0.46 0.15 116.73
Fraccion V 0.15 0.15 0.15 52.11
Fraccion VI 0.15 0.14 0.17 65.89

Cabe hacer notar que para los siguientes experimentos no se incluyo a la fraccién
| debido a que se obtuvo muy poca proteina en la cromatografia. Esta se ocupd para

cuantificacion de proteinas, espectros y geles de poliacrilamida con LiDS.
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Figura 13. Analisis de la fraccion | de la cromatografia con DEAE-Biogel A. a) Espectros diferenciales de absorcion en
donde se muestran los diferenciales de absorcidon (asc-oxi), (dit-oxi) y (dit-oxi) menos (asc-oxi) con una interpretacion
de los posibles citocromos de los complejos respiratorios por la longitud de onda en la que aparecen. b) Geles de
poliacrilamida al 14% con LiDS. En el costado izquierdo del gel se encuentran los marcadores de peso molecular. El
gel del lado izquierdo se tifid con TMBZ para deteccion de hemos covalentemente unidos y el gel del lado derecho fue
tefiido con Azul de Coomasie para todas las proteinas. En el costado derecho se muestran las posibles subunidades
de los complejos respiratorios identificadas por su peso molecular aparente. Se utilizaron 292.32ug de proteina y
0.15nmoles de citocromo ¢ para el carril.

4.3 Fraccién ll:

En el diferencial (asc-oxi) se observé un citocromo ¢ (550nm), en el diferencial (dit-
oxi) un citocromo ¢ (551nm) y un citocromo b (562nm), valor cercano al pico de absorcion
caracteristico del citocromo b del complejo bgc. También se observé un pequefio pico
que correspondio al citocromo a (605nm) de la citocromo oxidasa caas por su pico de
absorcion y en el diferencial (dit-oxi) menos (asc-oxi) de los dos anteriores se distinguio
un pico de absorcién de un citocromo b (562nm) cercano al del complejo bec (Figura 14
a). El citocromo c¢ tuvo una concentracion absoluta de 14.31uM y una concentracion
relativa de 2.22nmoles/mg de proteina, el citocromo b presentd una concentracion
absoluta de 13.98uM y una concentracion relativa de 2.17nmoles/mg de proteina y no se
detectaron citocromos a y se encontrd un cociente de relacion de citocromos b por ¢ de
0.98 (Tabla 9y 10).

~ 49 ~



En los geles con LiDS, tefiidos con TMBZ, se identificaron bandas atribuibles a
CtaC de la caas, a QcrC y a QcrB del bec y también se observé una banda para un
citocromo c¢s50 (CccA) o cs51 (CceB). Algunas de las bandas de alto y bajo peso molecular
no se pudieron identificar, debido a que no correspondieron con el peso de alguna
proteina con hemos covalentemente unidos. En la tincion con azul de Coomasie se
identificaron las subunidades NarH, Narl y NarJ de la Nitrato reductasa, AtpA y AtpD de
la ATPsintasa, CtaC, CtaD, CtakE y CtaF de la caas, QcrC, QcrB y QcrA del bec, los
citocromos Cssp y Css1, la subunidad YjID de la NADH DH y SdhA, SdhB y SdhC de la
SDH. Aqui se cargaron al gel 0.15nmoles de citocromo ¢, 0.15nmoles de citocromo by
69.14pug de proteina (Tabla 11) (Figura 14 b).

Se midié la actividad enzimatica especifica para cuatro de los complejos
respiratorios en todas las fracciones y se compard contra el valor de la actividad con
respecto a las membranas y el valor de la actividad obtenido en los sobrenadantes de las
dos solubilizaciones consecutivas de las membranas, a los que se les asigné un valor
maximo de 1. Para esta fraccién la NADH DH presenté un incremento en la actividad de
1.26 con relacion a las membranas mientras que con respecto a los sobrenadantes no se
presentd un incremento en la actividad (26.64nmoles DCPIP reducido min™ mg™' de
proteina). La SDH presentd un incremento en la actividad de 5.88 veces con respecto a
las membranas pero no se incrementd con respecto a los sobrenadantes (16.35nmoles
DCPIP reducido min™ mg™ de proteina). Después el bgc tuvo un incremento de actividad
de 1.6 veces con respecto a las membranas pero no se incrementd a los sobrenadantes
(1.98nmoles de cit ¢ reducido min™ mg™' de proteina). Y finalmente la citocromo ¢
oxidasa caas mostroé un valor bajo de actividad con respecto a las membranas, mientras
que con respecto a los sobrenadantes igualmente se presenté un valor bajo (0.19nmoles
de cit ¢ reducido min” mg™ de proteina). Este dato reforz6 la ausencia de un pico a

605nm (del citocromo a) en los espectros de absorcion (Tabla 7 y 8) (Figura 14 c).

Para continuar con el analisis de esta fraccion, se realizé un gel claro nativo de
alta resolucion de primera dimensién (1D) donde se cargaron 200ug de proteina el cual
se analizé después por segunda dimensioén (2D) en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE). En el gel de 1D se encontraron principalmente 7 bandas y se nombraron de la A

a la G. En la tincién con TMBZ del gel de 2D en la linea B se encontraron 5 bandas con
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tincién positiva, una banda con un peso molecular aparente de 67.25KDa que no se pudo
identificar, una banda correspondiente a CtaC de la caas, una banda para QcrC y QcrB
del complejo bsc y una banda para un citocromo cs59 O Css51. En la tincion con azul de
Coomasie para la banda A se identificaron por sus pesos moleculares a las subunidades
NarG, NarH, Narl y NarJ, de la nitrato reductasa, a SdhA, SdhB y SdhC de la SDH, a
AtpA de la ATPsintasa, a YjID de la NADH DH, a CtaC de la caas, a QcrB del bgc y a los
citocromos Css0 Y Cs51 lo que indico que en esta banda se encontraron todos los
complejos respiratorios asociados. En la linea B, se identificaron ademas de los
citocromos a NarG, NarH, Narl y NarJ, a SdhA, SdhB y SdhC, a AtpA, a YjID. En esta
banda en la tincion con TMBZ se obtuvo la mayor sefal para el bsc, la caas y los
citocromos css50 Y Cs51 mostrando una posible asociacion. En la banda C se identificaron a
las subunidades AtpA y a SdhB. En las lineas D, E, F y G sélo se encontraron pequenas
proteinas o subunidades que se separaron de los complejos por encontrarse cercanos al
término del gradiente (13%) (Figura 14 d y e). Esta segunda dimension permitio un

analisis mas detallado del contenido de complejos en la fraccion .
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Figura 14. Analisis de la fraccion Il de la cromatografia con DEAE-Biogel A. a) Espectros diferenciales de absorcion
(asc-oxi), (dit-oxi) y (dit-oxi) menos (asc-oxi) con una interpretacion de los posibles citocromos de los compejos
respiratorios por la longitud de onda en la que aparecen. b) Geles de poliacrilamida al 14% con LiDS. En el costado
izquierdo del gel se encuentran los marcadores de peso molecular. El gel del lado izquierdo se tifid6 con TMBZ para
deteccion de hemos covalentemente unidos y el gel del lado derecho fue tefiido con Azul de Coomasie para todas las
proteinas. En el costado derecho se muestra la posible identidad de las subunidades de los complejos respiratorios
identificadas por su peso molecular aparente. Se utilizaron 69.15ug de proteina, 0.15nmoles de citocromo ¢ vy
0.15nmoles de citocromo b para este carril. c) Actividades enzimaticas especificas de cuatro de los complejos
respiratorios en las que se compararon con la actividad obtenida para los sobrenadantes de la solubilizacion (eje
izquierdo) contra la fraccion |l (eje derecho). Se utilizaron 0.2mg de proteina para el ensayo | y 0.3mg de proteina para
en ensayo Il. (U= nmoles DCPIP reducidos min” 6 nmoles de cit ¢ (reducido u oxidado) min'1). Geles claros nativos de
alta resolucion (1D) donde se marcaron con lineas las bandas encontradas y el analisis por 2D SDS-PAGE. d) Tincion
con TMBZ y e) tincidon con azul de Coomasie. Arriba se muestra el carril del gel claro nativo de alta resolucién. En el
costado izquierdo se muestran los marcadores de pesos moleculares y en el costado derecho las proteinas que se
identificaron por su peso molecular aparente. Se cargaron 200ug de proteina en el carril del gel de 1D.

4.4 Fraccioén lil:

En primer lugar se obtuvieron los espectros diferenciales de la fraccién. En el
diferencial (asc-oxi) se observd un citocromo ¢ (551nm) por su pico de absorcion. En el
diferencial (dit-oxi) se observaron un citocromo ¢ (por su pico a 551nm) y un citocromo b
(pico a 562nm). Los citocromos pueden ser del complejo tipo bec por sus picos de
absorcidn cercanos a los picos caracteristicos de este complejo. Finalmente, se identifico
el citocromo a (606nm) de la oxidasa caas. Al igual que en la fraccion Il se encontré una
cantidad muy pequefia de este citocromo. En el diferencial (dit-oxi) menos (asc-oxi) se
observo un citocromo b (pico en 564nm) atribuible al del complejo bsc nuevamente por el
pico de absorcion caracteristico de su citocromo b (564nm) (Figura 15 a). Aqui se
encontr6 para el citocromo c¢ una concentracion absoluta de 28.68uM y una
concentracion relativa de 5.18nmoles/mg de proteina, para el citocromo b se tuvo una
concentracion absoluta de 24.82uM y una concentracion relativa de 4.82nmoles/mg de
proteina y para el citocromo a se tuvo una concentracion absoluta de 0.15uM y una
concentracion relativa de 0.029nmoles/mg de proteina y se encontré un cociente de

relacion de citocromos b por ¢ 0.93 y de citocromos a por ¢ de 0.006 (Tabla 9y 10).

En cuanto a la electroforesis con LiDS, la tincion con TMBZ mostré las mismas
subunidades de la fraccion Il. Se presentd un barrido de bandas positivas entre QcrC y
QcrB lo que supondria mayor cantidad de complejo bsc que en la fraccion anterior.
Nuevamente se observaron bandas con tincidn positiva de alto peso molecular que no se
lograron identificar. En la tincion con azul de Coomasie se identificaron ademas a CtaD,
CtaC, CtaE y CtaF de la caas, a SdhA, SdhB y SdhC de la SDH, a NarH, Narl y NarJ de
la nitrato reductasa, a AtpA y AtpD de la ATPsintasa, a YjID de la NADH DH, a QcrC,
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QcrB y QcrA del bsc, y a CccA y CccB de los citocromos cssp Y Cs51. El patron de bandas
fue muy parecido entre ésta y la fraccion anterior con la diferencia en que la intensidad
de la banda sobre SdhC aumentd, incluso aunque en esta fraccion se cargaron 31.12ug
de proteina contra 69.15ug de proteina de la fraccion Il. Aunque la cantidad de proteina
fue menor en esta fraccidén se vio una disminucion muy clara en la banda de SdhC en
Coomasie en comparacion con las otras bandas, esto indicé que existen otras proteinas
con un peso molecular cercano a SdhC las cuales disminuyeron en esta fraccién. Para
esta fraccion se cargaron 0.16nmoles de citocromo c, 0.15 del b, 0.00091 del ay 31.12ug
de proteina (Tabla 11) (Figura 15 b).

Esta fraccion mostré un valor pequefio en la actividad de la NADH DH (3.2nmoles
DCPIP reducido min”" mg” de proteina) cercano al de las membranas y de los
sobrenadantes. La SDH mostré un enriquecimiento en la actividad de 8.36, mas
enriquecida que las membranas pero no se incrementd con respecto los sobrenadantes
(23.26nmoles DCPIP reducido min™ mg” de proteina). El complejo bsc mostré un
incremento en la actividad de 2.81 veces con respecto a las membranas y un valor de
actividad cercano al de los sobrenadantes (3.46nmoles de cit ¢ reducido min™ mg™ de
proteina). Finalmente para la citocromo ¢ oxidasa caaz se no obtuvo un aumento en el
valor de la actividad con respecto a las membranas y ni con respecto a los
sobrenadantes (1.37nmoles de cit ¢ oxidado min” mg™ de proteina) (tabla 7 y 8) (Figura
15 c).

Con los datos anteriores se puede concluir que esta fraccion contiene a los

complejos SDH (en mayor cantidad), el bec y la NADH DH.

~ 54 ~



a)

T 28

15 ._

551nm ) Complejo b ¥
cite Citocromoc
S5inmc om oxidasa caa,
0.02 Abs cith
562nm
cita
P A—
606nm o
500 520 540 560 580 G600 620 640
Longitud de onda (nm)
—— Ascorbato Ditionita Ditionita-Ascorbato
c)
120
100 1
g0 i
{=1]
£
= &0
40
20
o ﬂ T .
MNADH Succinato Complejo hBc  Citocromo © oxidasa
Deshidrogenasa  Deshidrogenasa caad

B Sobrenadantes O Fraccion |l

b kDa
109,356 =—
116275 =
e85 = l§— CtaD 63.1kDa
b i1, 6535k D
sra0s =1
MarH 55.4kDa [4p 2 54 4360
b itp O 51 23k0a| i 2
3735

P CtaC A0 11kDa D 41 73kDa

a3 L= 0orC 23.6kDa SdhE 28 4KD=

M= Marl 25.2kDa

10 834 M= SdhC 22.9kDz MarJ 21.29kDa CtaE 22 26kDa
H— ClcrB 25.45k03
e (Jior 14 13,73k D3
20

12.38
15 —hd—CccP.'IZ?BHDaD CocB 13kDa CsF 12.6kDa

Figura 15. Andlisis de la fraccion Il obtenida de la cromatografia con DEAE-Biogel A. a) Espectros diferenciales de
absorciéon (asc-oxi), (dit-oxi) y (dit-oxi) menos (asc-oxi) con una interpretacion de los posibles citocromos de los
compejos respiratorios por la longitud de onda en la que aparecen. b) Geles de poliacrilamida al 14% con LiDS. En el
costado izquierdo del gel se encuentran los marcadores de peso molecular. El gel del lado izquierdo se tifi6 con TMBZ
para deteccion de hemos covalentemente unidos y el gel del lado derecho fue tefiido con Azul de Coomasie para todas
las proteinas. En el costado derecho se muestra la posible identidad de las subunidades de los complejos respiratorios
identificadas por su peso molecular aparente. Se utilizaron 31.12ug de proteina, 0.16nmoles de citocromo c,
0.15nmoles de citocromo b y 0.00091nmoles de citocromo a para este carril. c) Actividades enzimaticas especificas de
cuatro de los complejos respiratorios en las que se compararon con la actividad obtenida para los sobrenadantes de la
solubilizacién (eje izquierdo) contra la fraccion Ill (eje derecho). Se utilizaron 0.2mg de proteina para el ensayo | y
0.3mg de proteina para el ensayo Il. (U= nmoles DCPIP reducidos min” 6 nmoles de cit ¢ (reducido u oxidado) min'1).

4.5 Fraccion IV:

En el espectro diferencial (asc-oxi) se observaron dos picos: un citocromo ¢ (pico

en 550nm)

y un citocromo a (605nm) los cuales correspondieron a la citocromo ¢

oxidasa caags por sus picos de absorcidon a 550nm para su citocromo ¢ y a 605nm para un

citocromo a. En el diferencial (dit-oxi), se obtuvo un citocromo ¢ (551nm), un citocromo b

(561nm) y un citocromo a (604nm), cercanos a los citocromos del complejo bgc y la caas

juntos, y en el diferencial (dit-oxi) menos (asc-oxi) se observé un citocromo b (563nm) y

un citocromo a (605nm), los cuales coincidieron con el citocromo b del complejo tipo bsc
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y el citocromo a de la citocromo ¢ oxidasa caas (Figura 16 a). Aqui se obtuvo para el
citocromo ¢ una concentracion absoluta de 45.34uM y una concentracion relativa de
4.98nmoles/mg de proteina, para el citocromo b se obtuvo una concentracién absoluta de
36.45uM y una concentracion relativa de 4nmoles/mg de proteina y para el citocromo a
de obtuvo una concentracion absoluta de 11.78uM y una concentracion relativa de
1.29nmoles/mg de proteina y se encontré un cociente de relacion de citocromos b por ¢
de 0.8 yde a por cde 0.26 (Tabla 9y 10).

En el analisis por geles de PAGE-LIDS, con la tincion con TMBZ se identifico a las
subunidades CtaC, QcrC, QcrB, SdhC, CccB y CccA y nuevamente se observaron
bandas que no se pudieron identificar por su masa molecular aparente al no coincidir con
alguna de las proteinas con hemos covalentemente unidos. En la tincién con azul de
Coomasie para el mismo gel se identificaron a las proteinas CtaD, CtaC, CtakE y CtaF, a
NarH, Narl y NarJ, a AtpA y AtpD,a YjID, a QcrC, QcrB y QcrA, a CccAy CccB y a SdhC,
SdhB y SdhA por su masa molecular aparente, con la diferencia en que aparecieron
nuevas bandas, una arriba de CtaD y las otras dos bandas entre QcrA y los CccA y
CccB, estas ultimas tres bandas fueron mas evidentes para esta fraccion ya que, por
ejemplo, no se observaron en la fraccién | aunque se cargaron 292.32ug de proteina,
mas del doble que en esta fraccion. Aqui se cargaron 0.58nmoles del citocromo c, 0.46
del b, 0.15 del ay 116.73ug de proteina (Tabla 11) (Figura 16 b).

Esta fraccion presenté un incremento de actividad de la NADH DH de 2.41 con
respecto a las membranas pero no se incrementd con respecto a los sobrenadantes
(50.88nmoles DCPIP reducido min™ mg™ de proteina). La SDH presenté un incremento
de la actividad de 1.08 veces con respecto a las membranas pero no se incrementé con
respecto a los sobrenadantes (3.01nmoles DCPIP reducido min™ mg™ de proteina) lo
que coincidié nuevamente con las intensidades de las bandas en los geles. EI complejo
bsc tuvo un incremento de la actividad de 1.85 veces con respecto a las membranas pero
la actividad no se increment6 con respecto a los sobrenadantes (2.29nmoles de cit ¢
reducido min™ mg'1 de proteina). Finalmente la actividad de la citocromo ¢ oxidasa caas
no se incrementd con respecto a las membranas pero si mostré un pequefio incremento
de 1.32 veces con respecto a la actividad de los sobrenadantes (5.04nmoles de cit ¢
oxidado min™" mg™ de proteina) (Tabla 7 y 8) (Figura 16 c).
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Figura 16. Analisis de la fraccidon IV obtenida de la cromatografia con DEAE-Biogel A. a) Espectros diferenciales de
absorciéon (asc-oxi), (dit-oxi) y (dit-oxi) menos (asc-oxi) con una interpretacion de los posibles citocromos de los
compejos respiratorios por la longitud de onda en la que aparecen. b) Geles de poliacrilamida al 14% con LiDS. En el
costado izquierdo del gel se encuentran los marcadores de peso molecular. El gel del lado izquierdo se tifid con TMBZ
para deteccion de hemos covalentemente unidos y el gel del lado derecho fue tefiido con Azul de Coomasie para todas
las proteinas. En el costado derecho se muestra la posible identidad de las subunidades de los complejos respiratorios
identificadas por su peso molecular aparente. Se utilizaron 116.73ug de proteina, 0.58nmoles de citocromo c,
0.46nmoles de citocromo b y 0.15nmoles de citocromo a para este carril. c) Actividades enzimaticas especificas de
cuatro de los complejos respiratorios en las que se compararon con la actividad obtenida para los sobrenadantes de la
solubilizacién (eje izquierdo) contra la fraccién IV (eje derecho). Se utilizaron 0.2mg de proteina para el ensayo | y
0.3mg de proteina para el ensayo Il. (U= nmoles DCPIP reducidos min” 6 nmoles de cit ¢ (reducido u oxidado) min'1).

4.6 Fracciéon V:

En el espectro de esta fraccidbn se apreciaron, con el diferencial (asc-oxi), un
citocromo ¢ (551nm) y un citocromo a (603nm) cercano al citocromo a de una quinol
oxidasa aas. En el diferencial (dit-oxi), se observo el citocromo b (557nm) de la SDH y el
citocromo a (602nm) de la quinol oxidasa aas y para el diferencial (dit-oxi) menos (asc-
oxi), un citocromo b (560nm) cercano al pico de absorcion del citocromo b de la SDH y

un citocromo a (602nm) de la quinol oxidasa aas por sus picos de absorcién (Figura 17
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a). Aqui se obtuvo para el citocromo ¢ una concentracion absoluta de 83.68uM y una
concentracion relativa de 3.07nmoles/mg de proteina, para el citocromo b una
concentracion absoluta de 75.5uM y una concentracion relativa de 2.77nmoles/mg de
proteina y para el citocromo a una concentracién absoluta de 78.48uM y una
concentracion relativa de 2.88nmoles/mg de proteina y un cociente de relacion de

citocromos b por ¢ de 0.9 y de citocromos a por ¢ de 0.94 (Tabla 9y 10).

En el gel de PAGE-LIDS tefido con TMBZ se identificaron a las subunidades
CtaC, QcrC, QcrB, SdhC, CccB y CccA por su masa molecular aparente y nuevamente
se observaron bandas que no se pudieron identificar. En la tincion con Coomasie del
mismo gel, se identificaron a las subunidades CtaC, Ctak, CtaD y CtaF, a QcrC, QcrB y
QcrA, a SdhA, SdhB y SdhC, a NarH y NarJ, a AtpA y AtpD, a YjID, a CccA 'y CccB y por
ultimo se encontraron nuevas bandas que correspondieron a QoxA, QoxB y QoxC de la
quinol oxidasa aas las cuales coincidieron con el nuevo pico encontrado en el espectro
diferencial. En este carril se cargaron 0.15nmoles de citocromo ¢, 0.15nmoles de b,

0.15nmoles de a 'y 52.11ug de proteina (Tabla 11) (Figura 17 b).

La fraccion V para la NADH DH no tuvo un incremento con respecto al valor en las
membranas ni con respecto a los sobrenadantes (0.28nmoles DCPIP reducido min™ mg”
de proteina). La SDH tuvo un aumento de actividad de 172.88 veces con respecto a las
membranas y de 3.76 veces con respecto a los sobrenadantes (480.98nmoles DCPIP
reducido min™ mg™ de proteina). El complejo bsc tuvo un incremento de la actividad de
1.06 veces con respecto a las membranas pero no se incrementé con respecto a los
sobrenadantes (1.31nmoles de cit ¢ reducido min” mg” de proteina). La citocromo ¢
oxidasa caas no mostréo un incremento en la actividad con respecto a las membranas
pero si un pequefio incremento de 1.15 veces con respecto a los sobrenadantes
(4.38nmoles de cit ¢ oxidado min” mg™ de proteina). A partir de esta fraccion la actividad
del begc y caaz comenzd a disminuir en las fracciones 5 y 6 comparadas con la actividad
de las fracciones 2, 3 y 4. Se pudo observar que en la NADH DH principalmente la
actividad decrecié enormemente en estas ultimas dos fracciones (Tabla 7 y 8) (Figura 17

C).
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Figura 17. Analisis de la fraccion V obtenida de la cromatografia con DEAE-Biogel A. a) Espectros diferenciales de
absorcion (asc-oxi), (dit-oxi) y (dit-oxi) menos (asc-oxi) con una interpretacion de los posibles citocromos de los
compejos respiratorios por la longitud de onda en la que aparecen. b) Geles de poliacrilamida al 14% con LiDS. En el
costado izquierdo del gel se encuentran los marcadores de peso molecular. El gel del lado izquierdo se tifié con TMBZ
para deteccion de hemos covalentemente unidos y el gel del lado derecho fue tefiido con Azul de Coomasie para todas
las proteinas. En el costado derecho se muestra la posible identidad de las subunidades de los complejos respiratorios
identificadas por su peso molecular aparente. Se utilizaron 52.11ug de proteina, 0.15nmoles de citocromo c,
0.15nmoles de citocromo b y 0.15nmoles de citocromo a para este carril c) Actividades enzimaticas especificas de
cuatro de los complejos respiratorios en las que se compararon con la actividad obtenida para los sobrenadantes de la
solubilizacion (eje izquierdo) contra la fraccion V (eje derecho). Se utilizaron 0.2mg de proteina para el ensayo | y
0.3mg de proteina para el ensayo II. (U= nmoles DCPIP reducidos min™ 6 nmoles de cit ¢ (reducido G oxidado) min™).

4.7 Fraccion VI:

Finalmente en el diferencial (asc-oxi) de la fraccién VI se observo un citocromo ¢
(550nm) y un citocromo a (603nm) de la quinol oxidasa aas. En el diferencial (dit-oxi) se
observd un citocromo b (558nm) para la SDH y un citocromo a (602nm) de la quinol
oxidasa aaz y en el diferencial (dit-oxi) menos (asc-oxi) se observé un citocromo b
(559nm) de la SDH y un citocromo a (601nm) de la quinol oxidasa aas (Figura 18 a). Aqui
se obtuvo una concentracidn absoluta para el citocromo ¢ de 29.15uM y una
concentracion relativa de 1.96nmoles/mg de proteina, para el citocromo b se obtuvo una
concentracion absoluta de 28.75uM y una relativa de 1.94nmoles/mg de proteina y para

el citocromo a una concentracion absoluta de 38.36uM y una relativa de 2.59nmoles/mg
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de proteina y se encontré un cociente de relacion de citocromos b por ¢ de 0.99 y de
citocromos a por c de 1.32 (Tabla 9y 10).

En el gel de PAGE-LIDS tenido con TMBZ se identificaron a las subunidades
CtaC, QcrC, QcrB, SdhC, CccA y CccB pero con menor intensidad que en las fracciones
1 a 5. Para este mismo carril con Coomasie se identificaron a las subunidades AtpA y
AtpD, a YjID, a NarH y NarJ, a SdhA, SdhB y SdhC, a CtaC, CtaE, a QcrC, QcrB y QcrA,
a CccA y CccB y a QoxA, QoxB y QoxC. El numero de bandas fue similar a la fraccion V
pero con menor intensidad aunque se cargd 65.89ug de proteina y en la fraccion anterior
52.11ug de proteina. En esta fraccion se cargaron 0.15nmoles de citocromo ¢, 0.14 de b,
1.91 de a y 65.89ug de proteina (Tabla 11) (Figura 18 b).

Esta fraccion tuvo un valor bajo de la actividad para la NADH DH respecto a las
membranas y con respecto a los sobrenadantes (6.13nmoles DCPIP reducido min™' mg”
de proteina). La SDH presentd un incremento notable en la actividad de 154.97 veces
con respecto a las membranas, aunque solo un incremento de 3.37 con respecto a los
sobrenadantes (431.16nmoles DCPIP reducido min™ mg™” de proteina). El complejo tipo
bsc tuvo un valor cercano al obtenido con las membranas pero menor respecto a los
sobrenadantes (1.2nmoles de cit ¢ reducido min™ mg” de proteina). Finalmente la
citocromo ¢ oxidasa caasla cual no tuvo un incremento en la actividad con respecto a las
membranas ni con respecto a los sobrenadantes (0.59nmoles de cit ¢ oxidado min™ mg™
de proteina). Esto indico que tanto el complejo bgc como la caas; se obtuvieron en

proporcién menor en esta fraccion (Tabla 7 y 8) (Figura 18 c).
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Figura 18. Analisis de la fraccidon VI obtenida de la cromatografia con DEAE-Biogel A. a) Espectros diferenciales de
absorciéon (asc-oxi), (dit-oxi) y (dit-oxi) menos (asc-oxi) con una interpretacion de los posibles citocromos de los
compejos respiratorios por la longitud de onda en la que aparecen. b) Geles de poliacrilamida al 14% con LiDS. En el
costado izquierdo del gel se encuentran los marcadores de peso molecular. El gel del lado izquierdo se tifi6 con TMBZ
para deteccion de hemos covalentemente unidos y el gel del lado derecho fue tefiido con Azul de Coomasie para todas
las proteinas. En el costado derecho se muestra la posible identidad de las subunidades de los complejos respiratorios
identificadas por su peso molecular aparente. Se utilizaron 65.89ug de proteina, 0.15nmoles de citocromo c,
0.14nmoles de citocromo b y 1.91nmoles de citocromo a para este carril. c) Actividades enzimaticas especificas de
cuatro de los complejos respiratorios en las que se compararon con la actividad obtenida para los sobrenadantes de la
solubilizacién (eje izquierdo) contra la fraccién VI (eje derecho). Se utilizaron 0.2mg de proteina para el ensayo | y
0.3mg de proteina para el ensayo Il. (U= nmoles DCPIP reducidos min” 6 nmoles de cit ¢ (reducido u oxidado) min'1).

5. Cromatografia de la fraccion IV (DEAE-Biogel A) en una columna
DEAE-Toyopearl
Desde este punto se nombré a la fraccion IV de la columna DEAE-Biogel A como
fraccion IVA. Se escogi6 a la fraccion IVA para recromatografiar en una columna con la
resina DEAE-Toyopearl la cual tiene un tamafno de poro menor y una capacidad ionica
mayor que la DEAE-Biogel A con la idea de resolver mejor al complejo bsc. Se escogid
esta fraccidn para obtener mas fracciones similares a la fracciéon Il y 3, por ser la que
tuvo la mayor actividad del complejo bsc después de la fraccién 1l y poca actividad de la
SDH. La muestra se traté como en la cromatografia pasada para después cargarla a esta

cromatografia, de la cual se obtuvieron dos picos en el perfil de absorcion (Figura 19). Se
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hicieron espectros diferenciales de los tubos de interés y se juntaron y se concentraron
aquellos cuyos espectros fueron semejantes. Para la fraccion | se concentraron del tubo
55 al 58, para la fraccién Il del tubo 59 al 78 y para la fraccion Il del tubo 81 al 106. Se
obtuvieron 3 fracciones. En la tabla 12 se muestra la concentracion de NaCl en la que se

obtuvo cada fraccion y en qué porcentaje del gradiente si es que cayo dentro de este.

b
) — 280 ——415
Gradiente 100-500mM
NaCl
0.2
100mM NaCl
500mM NaCl
40mM NaCl .

10mM NaCl

0 20 40 g0\ 100 120
Fraccian || Y
Fraccian |l

Fraccion |
No. de fracciones

Figura 19. Perfil de absorcion (280 y 415) de la cromatografia de intercambio iénico con la resina DEAE-Toyopearl de
la fraccion IVA en donde se muestran los lavados con las diferentes concentraciones de NaCl y el numero de
fracciones obtenidas. Se realizaron lavados con 10, 40, 100 y 500mM y un gradiente de 100 a 500mM de NaCl. Debajo
del perfil se muestran por medio de llaves los tubos que se juntaron y concentraron resultando en 3 fracciones.

Tabla 12. Porcentaje del gradiente y concentracion de NaCl de la cromatografia DEAE-Toyopearl en la que se obtuvo
cada fraccion.

% de NaCl mM NacCl

DEAE-Toyopearl
Fraccion IVA

Fraccion | 100
Fraccion Il 100
Fraccion Il 68.75 362.5

5.1 Analisis de las fracciones obtenidas de la cromatografia con DEAE-

Toyopearl
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Todas las fracciones fueron analizadas por medio de espectros de absorcion,
electroforesis en PAGE-LIDS, actividad de complejos respiratorios, ensayos de oximetria

y geles de 1D analizados después por geles 2D SDS-PAGE.

5.2 Fraccién l:

En el diferencial (asc-oxi) se observo un citocromo ¢ (550nm). En el diferencial
(dit-oxi) se observo un citocromo ¢ (551nm) y un citocromo a (605nm) correspondiente al
citocromo de la caas por sus picos de absorcion. En el diferencial (dit-oxi) menos (asc-
oxi) se observo un citocromo b (563nm) del bgc y el citocromo a (605nm) de la caas
corroborando nuevamente que en esta fraccién se obtuvo al complejo bsc acompafado
de otros citocromos ¢ y un pico muy pequefo para la citocromo c¢ oxidasa caas, (Figura
20 a).

En la tabla 13 se muestran las concentraciones absolutas (uM) y concentraciones
relativas (nmoles/mg proteina) de los citocromos en cada una de las fracciones obtenidas
de la cromatografia. La mayor concentraciéon uM de los citocromo ¢y b se encontro en la
fraccion Il y la mayor concentracion yM para el citocromo a en la fraccion Ill. Para la
concentracion en nmoles/mg de proteina de la mayoria de los citocromos ¢ y b se
encontraron en la fraccion | y la mayor concentracion relativa para el citocromo a la tuvo
la fraccion Ill. Para el cociente de relacion, la fraccion con mayor cantidad de citocromos

b por c fue la fraccién |, y para el cociente de relacién a por c fue la fraccion Il (Tabla 14).

En esta fraccién se encontré una concentracion absoluta para el citocromo ¢ de
8.48uM y una concentracion relativa de 5.56nmoles/mg proteina, para el citocromo b se
obtuvo una concentracion absoluta de 5.38uM y una concentracion relativa de
3.53nmoles/mg proteina y para el citocromo a se obtuvo una concentracion absoluta de
0.29uM vy una concentracién relativa de 0.19nmoles/mg proteina y se encontré un
cociente de relacion de citocromos b por ¢ de 0.64 y de citocromos a por ¢ de 0.03 (Tabla
13 y14).

~63 ~



Tabla 13. Concentraciones absoluta (UM) y concentracion relativa (nmol/mg proteina) de citocromos c, b y a de las
fracciones de la cromatografia de intercambio idnico con la resina DEAE-Toyopearl. Asc. Dit. Ditionita. Oxi. Oxidado.
n.d. no detectado.

Diferencial (Dit-Oxi)
uM | nmoles/mg prot.

Fraccion |
Citocromo c | 8.48 5.56
Citocromo b | 5.38 3.53
Citocromo a | 0.29 0.19
Fraccion Il
Citocromo ¢ | 54.31 4.81
Citocromo b |17.79 1.58
Citocromo a | 9.55 0.85
Fraccion Il
Citocromo ¢ |49.65 3.91
Citocromo b |15.89 1.25
Citocromoa |11.08 0.87

Tabla 14. Cocientes entre los citocromos b:cy a:c.

Cociente b:c Cociente a:c

(Dit-Oxi)
Fraccion | 0.64 0.03
Fraccion Il 0.33 0.18
Fraccion lll 0.32 0.22

En estos geles con LIDS se cargd la misma cantidad de proteina para cada

fraccion pero cuidando que la cantidad de citocromos ¢ fuera igual o mayor a 0.15nmoles

por carril para poder observarlos sin problema en la tincion con TMBZ. En el gel con LiDS

teAido con TMBZ se observé una banda muy tenue para CtaC en comparacién con las

bandas QcrC, QcrB y una banda muy intensa para los citocromos Cssp y Cs51. En la tincidn

con azul de Coomasie se pudieron identificar a las subunidades AtpD, YjID, CtaC, QcrC,

QcrB, QcrA, a Narl, NarJ y a los citocromos css0 Y Css51. En esta fraccion se cargaron

0.41nmoles de citocromo ¢, 0.26nmoles de b, 0.014nmoles de a y 75ug de proteina

(Tabla 15) (Figura 20 b).

Tabla 15. nmoles y ug de citocromos utilizados en los geles LiDS-PAGE para cada una de las fracciones obtenidas de
la columna DEAE-Toyopearl de la fraccion IVA. Se cargo la misma cantidad de proteina para todas las fracciones sin
que la concentraciéon de nmoles de citocromos ¢ disminuyera de 0.15nmoles.

nmoles por carril

citocromo ¢ citocromo b citocromo a | g de proteina
Fraccion | 0.41 0.26 0.014 75
Fraccién Il 0.36 0.11 0.063 75
Fraccion llI 0.29 0.09 0.065 75
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Para las actividades de las fracciones de las cromatografias con DEAE-Toyopearl
se utilizaron 0.1mg de proteina para cada ensayo, exceptuando la fraccion | de la
fraccion IVA, en la cual se utilizaron 0.05mg de proteina por haberse obtenido poca
muestra en la columna. Esta fraccion tuvo un enriquecimiento en la actividad del
complejo bec de 6.46 veces con respecto a las membranas y de 3.49 con respecto a la
fraccion IVA (1.2nmoles de cit ¢ reducido min" mg™' de proteina) y no se detectd
actividad para la caas (Tabla 16 y 17) (Figura 20 c). Para esta fraccion solo se realizaron
actividades para el bsc y la caas por haberse obtenido poca muestra en la columna. Para
las otras dos fracciones se decidid hacer el ensayo para la NADH DH y la SDH para
determinar si efectivamente la NADH DH permanecié en alguna de las fracciones con el

bec 0 la caas.

Tabla 16. Valores de las actividades enzimaticas de cada uno de los complejos respiratorios de B. subtilis en las
fracciones obtenidas de la cromatografia con DEAE-Toyopearl. (U= nmoles DCPIP 6 cit ¢ (reducido U oxidado) min'1).
n.d.= no detectado.

NADH Succinato Citocromo ¢
Deshidrogenasa | Deshidrogenasa | Complejo bsc oxidasa caa3
U/mg
Membranas 21.13 2.78 1.23 20.35
Fraccion IVA 50.88 3.01 2.29 5.04
Fraccién | n.d. n.d. 7.97 0

Fraccion Il 3.13 0 2.08 2.86
Fraccion lll 0.99 0 4.44 0.66

Tabla 17. Valores de recuperacioén de la actividad enzimatica de cada uno de los complejos respiratorios comparados
contra la actividad de cada complejo obtenido con las membranas y la fraccion IVA por separado, asignandoles un
valor de 1. Los valores mas altos de las fracciones en donde se encontré un enriquecimiento de la actividad enzimatica
se muestran en rojo. n.d=no detectado. A= con respecto a las membranas. B= con respecto a la fraccion IVA.

NADH Deshidrogenasa Succinato Deshidrogenasa Complejo bsc Citocromo c oxidasa caa3
A B A B A B A B
Membranas 1 1 1 1
Fraccion IVA 2.41 1 1.08 1 1.85 1 0.25 1
Fraccion | n.d. n.d. n.d. n.d. 6.46 3.49 n.d. n.d.
Fraccion Il 0.15 0.06 n.d. n.d. 1.69 0.91 0.14 0.57
Fraccion lll 0.05 0.02 n.d. n.d. 3.59 1.94 0.03 0.13

Se realizaron pruebas de consumo de oxigeno utilizando como referencia a las

membranas de B. subtilis. Para las muestras se utilizd la concentracion del citocromo a
para saber qué cantidad de muestra se debia adicionar. Estas pruebas se realizaron para
saber si en cada fraccion se obtuvo algun supercomplejo entre alguno de los cuatro
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complejos respiratorios y alguna oxidasa terminal como la caas o la aas. Para las pruebas
de consumo de oxigeno en el caso de las membranas se utilizaron diferentes cantidades
de proteina hasta que se encontré una cantidad suficiente para observar una pendiente
adecuada y asi utilizarla como referencia, la cual fue de 0.5mg de proteina ya que no se
pudo cargar la misma cantidad que en las fracciones por tratarse de membranas
completas y no se podia observar ninguna pendiente. En el caso de las fracciones
también se realizaron pruebas con diferentes concentraciones de citocromo a para
obtener una pendiente visible. En las membranas al agregar el DBH; (14.06nmoles O
min”’ mg'1 de proteina) se comenzé a observar una pendiente o valor de consumo de
oxigeno. Al agregar el NaN3 incluso se observé un aumento en el valor de consumo de
oxigeno (14.7nmoles O, min™ mg™' de proteina) y al agregar NaCN la pendiente
disminuy6 como se esperaba (9.10nmoles O, min™ mg™ de proteina). Estos valores se
tomaron como el 100% de la actividad del consumo de oxigeno obtenido con las
membranas aisladas. Con los inhibidores de las oxidasas terminales el consumo de
oxigeno disminuyd, aunque no se inhibi6 del todo. En la fraccién | no se observo

consumo de oxigeno (Tabla 18) (Figura 20 d).

Tabla 18. Cantidades de proteina y concentraciones de citocromo a utilizados en los ensayos de oximetria para las
fracciones de la cromatografia de DEAE-Toyopearl. Aqui se muestra la velocidad de consumo de oxigeno (nmoles O2
min-1 mg-1 de proteina)para cada fraccion. Ademas valores porcentuales la velocidad de consumo de oxigeno con
respecto a las membranas aisladas. n.d.=no detectada.

Valor de la pendiente Valor de la pendiente en %
mg de nM de

proteina citocromo a DBH:; NaN; NaCN DBH: NaN; NaCN

Membranas 0.5 990 14.06 14.70 9.10 100 100 100
Fraccion | 0.02 100 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
0.05 200 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Fraccion Il 0.06 100 60.9 73.99 | 135.92 | 433.21 503.49 1494
0.12 200 771 37.84 45.3 548.19 257.49 498

Fraccion lll 0.08 100 n.d. 50.25 73.28 n.d. 341.94 805.6
0.16 200 56.7 17.49 48.39 | 402.91 119.02 532

Se realizaron geles claros nativos de alta resolucion (1D) que se analizaron
después por 2D SDS-PAGE porque se sospechd que en estas fracciones habia un
supercomplejo entre el bec, la caas y los citocromos Cssp Y Cs51 Y otro entre la SDH y la
aas. Aqui soélo se realizé una tincién con plata por haberse obtenido poca muestra en la
cromatografia. En el gel de 1D se pudieron identificar 6 bandas nombradas dela Aala F.

Para la banda A de mas alto peso molecular por estar mas cerca del 4% en el gradiente
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a)

se identificaron en el gel de 2D tenido con plata por sus pesos moleculares aparentes a
QcrC, QcrB y a QcrA asi como para los citocromos css0 ¥ Cs51. También se logré
identificar a CtaD y CtaC con muy poca sefal en el gel de 2D reforzando que en esta
fraccion como se mostrd en los espectros no habia un citocromo a para la caas, tampoco
tuvo actividad enzimatica y no se observé consumo de oxigeno. También se identificé a
YjID, NarH y a AtpA. En la linea B se identifico a NarH, AtpA, YjID y a CtaE también con
poca sefial en la tincidn. En la linea C se observd una linea continua de pequefias
proteinas, de las cuales se lograron identificar a YjID, NarH, AtpA. En la linea D sélo se
encontraron proteinas de bajo peso molecular de las cuales se identificaron a YjID. En
las bandas E y F se observaron solo proteinas de bajo peso molecular. (Figura 20 e). La
principal diferencia que se observo entre estos geles y los de la fraccion Il con DEAE-
Biogel A (Figura 14 e) es que en la 1D los complejos migraron una mayor distancia por lo
que es posible que en estas fracciones se rompieron las asociaciones entre complejos y

por tanto corrieron hacia pesos moleculares menores.
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Figura 20. Analisis de la fraccion | de la cromatografia con DEAE-Toyopearl. a) Espectros diferenciales de absorcion
(asc-oxi), (dit-oxi) y (dit-oxi) menos (asc-oxi) con una interpretacion de los posibles citocromos de los complejos
respiratorios por la longitud de onda en la que aparecen. b) Geles de poliacrilamida al 14% con LiDS. En el costado
izquierdo del gel se encuentran los marcadores de peso molecular. El gel del lado izquierdo se tiid con TMBZ para
deteccion de hemos covalentemente unidos y el gel del lado derecho fue tefiido con Azul de Coomasie para todas las
proteinas. En el costado derecho se muestra la posible identidad de las subunidades de los complejos respiratorios
identificadas por su peso molecular aparente. Se utilizaron 75ug de proteina, 0.41nmoles de citocromo ¢, 0.26nmoles
de citocromo b y 0.014nmoles de citocromo a para este carril. c) Actividades enzimaticas especificas del complejo bsc
y de la citocromo ¢ oxidasa caas en las que se compararon con la actividad obtenida para la fraccion IVA (eje
izquierdo) contra las fracciones obtenidas con DEAE-Toyopearl (eje derecho). Se utilizaron 0.05mg de proteina para la
fraccion | y 0.1mg de proteina para los demas ensayos de las fracciones 2 y 3. (U= nmoles de cit ¢ (reducido U
oxidado) min'1). Se utilizaron 0.05mg de proteina para el ensayo. d) Analisis de consumo de oxigeno por oximetria de
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las fracciones obtenidas utilizando DBH; como donador de electrones y NaNs y NaCN como inhibidores de las
oxidasas terminales de la cadena respiratoria. €) Gel claro nativo de alta resolucién (1D) y el analisis por 2D SDS-
PAGE tefiido con nitrato de plata en los cuales se cargaron 100ug de proteina. Arriba se muestra el carril del gel claro
nativo de alta resoluciéon con las bandas identificadas y marcadas con una linea y una letra. En el costado izquierdo del
gel se muestran los marcadores de pesos moleculares. En la parte superior el gradiente de poliacrilamida utilizado. En
el costado derecho las proteinas que se identificaron por su peso molecular aparente.

5.3 Fraccioén ll:

En el diferencial para esta fraccion (asc-oxi) se observo un citocromo ¢ (550nm) y
un citocromo a (604nm) que se acerca mucho al citocromo a de la caas. En el diferencial
(dit-oxi) se observé un citocromo ¢ (551nm) y un citocromo a (606nm) cercano al de la
caags. En el diferencial (dit-oxi) menos (asc-oxi) se pudo apreciar un citocromo b (562nm)
cercano al del bgc por su pico de absorcion y un citocromo a (608nm) (Figura 21 a). Aqui
se encontré6 para el citocromo ¢ una concentracion absoluta de 54.31uyM y una
concentracion relativa de 5.56nmoles/mg proteina, para el citocromo b se encontré una
concentracion absoluta de 17.79uM y una concentracion relativa de 1.58nmoles/mg
proteina y para el citocromo a se encontré una concentracion absoluta de 9.55uM y una
concentracion relativa de 0.85nmoles/mg proteina y se encontrd un cociente de relacion

de citocromos b por ¢ de 0.33 y de citocromos a por ¢ de 0.18 (Tabla 13y 14).

En el gel con LiDS tefiido con TMBZ se observé una banda para CtaC, QcrC,
QcrB, cs50 Y Cs51. En la tincidn con Coomasie del mismo gel se pudieron identificar a
CtaD, CtaC, CtaE, CtaF, QcrC, QcrB, QcrA, YjID, AtpD, Narl, NarJ, css50 y Cs551. En este
gel se observé la presencia de una banda con tincién positiva sobre QcrB y debajo de
QcrA. Se cargdé una concentracion de 0.36nmoles de citocromo ¢, 0.11nmoles de b,
0.063nmoles de a'y 75ug de proteina (Tabla 15) (Figura 21 b).

En esta fraccion se midieron las actividades de cuatro de los complejos
respiratorios y se encontrd un valor bajo de la actividad para la NADH DH con respecto a
las membranas y con respecto a la fraccién IVA (3.13nmoles DCPIP reducido min™ mg™
de proteina). No se detectd actividad de la SDH en la fraccion lo que reafirmd lo
encontrado en los espectros de absorcion y en los geles con LiDS. Para el bgc se obtuvo
un incremento en la actividad de 1.69 veces con respecto a las membranas y un valor
bajo de actividad con respecto a la fraccién IVA (2.08nmoles de cit ¢ reducido min™ mg™

de proteina). También se obtuvo un valor bajo en la actividad de de citocromo ¢ oxidasa
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con respecto a las membranas y con respecto a la fraccion IVA para la caas (2.86nmoles
de cit ¢ oxidado min™ mg'1 de proteina) la cual fue la mas alta para esta cromatografia
(Tabla 16 y 17) (Figura 21 c).

En las pruebas de consumo de oxigeno se observo una incremento en la actividad
del consumo de oxigeno al agregar el DBH;, que fue del 433.21% con respecto a las
membranas (60.9nmoles O, min™ mg” de proteina) con 100nM de citocromo a y un
incremento de la actividad del 548.19% con respecto a la actividad de las membranas
(77.1nmoles O, min™’ mg'1 de proteina) con 200nM de citocromo a. Después se agregd
NaNs3 y se obtuvo un incremento en la actividad del 503.49% (73.99nmoles O, min™" mg™
de proteina) con 100nM y 257.49% (37.84nmoles O, min™ mg™ de proteina) con 200nM
con respecto a la actividad de las membranas. Finalmente se le agregd NaCN y se
obtuvieron un incremento del 1494% (135.92nmoles O, min™ mg” de proteina) con
100nM y 498% (45.2nmoles O, min™ mg™” de proteina) con 200nM con respecto a las
membranas. El consumo no se inhibid con cianuro incluso parecia aumentar la velocidad
con 100nM de citocromo a. Esta fraccion mostré mayor actividad de consumo de oxigeno

que las membranas. (Tabla 18) (Figura 21 d).

Esta fraccion también se analizé utilizando un gel claro nativo de alta resolucion
(1D) el cual se analizé a su vez por 2D SDS-PAGE. En el gel de 1D se identificaron tres
bandas principales nombradas de la A a la C. En la tincion con TMBZ del gel de 2D
solamente en la banda A se obtuvo sefal para esta tincion. Se observé a una banda que
no correspondié al peso de alguna proteina con un hemo covalentemente unido de
alrededor de 61kDa, también se encontraron bandas correspondientes a CtaC de la caas,
QcrC y QcrC del bsc y a c¢s51 (Figura 21 e). En la tincion con Coomasie en la banda A se
pudieron identificar a CtaD, CtaC, Ctak, CtaF, a AtpD de la ATPsintasa, a YjID de la
NADH DH, a Narl de la nitrato reductasa, QcrC, QcrB, QcrA y a css1. En la banda B se
identificaron a CtaD, AtpD, YjID y Narl. En la banda C, la banda de menor peso molecular

de las tres, se identificaron a CtaD, YjID, Narl y NarJ (Figura 21 f).

3
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Figura 21. Analisis de la fraccion Il de la cromatografia con DEAE-Toyopearl. a) Espectros diferenciales de absorcion
(asc-oxi), (dit-oxi) y (dit-oxi) menos (asc-oxi) con una interpretacion de los posibles citocromos de los complejos
respiratorios por la longitud de onda en la que aparecen. b) Geles de poliacrilamida al 14% con LiDS. En el costado
izquierdo del gel se encuentran los marcadores de peso molecular. El gel del lado izquierdo se tiné con TMBZ para
deteccion hemos covalentemente unidos y el gel del lado derecho fue tefiido con Azul de Coomasie para todas las
proteinas. En el costado derecho se indica la posible identidad de las subunidades de los complejos respiratorios
identificadas por su peso molecular aparente. Se utilizaron 75ug de proteina, 0.36nmoles de citocromo ¢, 0.11nmoles
de citocromo b y 0.063nmoles de citocromo a para este carril. c) Actividades enzimaticas especificas de cuatro de los
complejos respiratorios en la que se comparé la fracciéon IVA (eje izquierdo) contra las tres fracciones obtenidas con
DEAE-Toyopearl (eje derecho). Se utilizaron 0.1mg de proteina para los ensayos. (U= nmoles DCPIP reducidos min™ o
nmoles de cit ¢ (reducido U oxidado) min'1). d) Analisis de consumo de oxigeno por oximetria de las fracciones
obtenidas utilizando DBH> como donador de electrones y NaN3s y NaCN como inhibidores de las oxidasas terminales
de la cadena respiratoria. Geles claros nativos de alta resolucion (1D) y el analisis por 2D SDS-PAGE de la fraccion 1.
d) tincién con TMBZ y e) tincion con azul de Coomasie en los cuales se cargaron 200ug de proteina. En el costado
izquierdo se muestran los marcadores de peso molecular. Arriba se muestra el carril del gel claro nativo de alta
resolucion con las bandas identificadas y marcadas con una linea y una letra y en el costado derecho las proteinas que
se identificaron por su peso molecular aparente.

5.4 Fraccioén lll:

En el diferencial (asc-oxi) de esta fraccién se observé un citocromo ¢ (551nm) y un
citocromo a (604nm), cercanos a los citocromos ¢ y a de la caaz por sus picos de
absorcién. En el diferencial (dit-oxi) se observé un citocromo ¢ (651nm), un citocromo b
(561nm) para el del bsc y el citocromo a (605nm) de la caas. En el diferencial (dit-oxi)
menos (asc-oxi) se observo un citocromo ¢ (552nm), el citocromo b (563nm) del bsc y el
citocromo a (605nm) de la caas (Figura 22 a). Aqui se encontrd para el citocromo ¢ una
concentracion absoluta de 49.65uM y una concentracion relativa de 3.91nmoles/mg
proteina, para el citocromo b una concentracion absoluta de 15.89uM y una
concentracion relativa de 1.25nmoles/mg proteina y para el citocromo a una
concentracion absoluta de 11.08uM y una concentracion relativa de 0.87nmoles/mg
proteina y se encontré un cociente de relacion de citocromos b por ¢ de 0.32 y de

citocromos a por ¢ de 0.22 (Tabla 13 y 14).

En los geles con LiDS de poliacrilamida en la tincion con TMBZ se identifico a
CtaC de la caas, QcrC y QcrB del bgc, y a css50 ¥ Cs51. En la tincidn con Coomasie se
identificaron a las subunidades CtaD, CtaC, CtaE, CtaF, a AtpD de la ATPasa, a YjID de
la NADH DH, QcrC, QcrB, QcrA, a Narl y NarJ de la nitrato reductasa, csso y C551. En esta
fraccion en la tincion con Coomasie se encontraron dos nuevas bandas sobre QcrB vy
debajo de QcrA que no se encontraron en las dos fracciones anteriores aunque se cargo
la misma cantidad de proteina. En esta fraccion se cargaron 0.29nmoles de citocromo c,
0.09nmoles de b, 0.65nmoles de a y 75ug de proteina (Tabla 15) (Figura 22 b).

~73 ~



En las actividades enzimaticas de los cuatro complejos respiratorios se obtuvo un
valor bajo de la actividad de NADH DH con respecto a las membranas y con respecto a
los sobrenadantes (0.99nmoles DCPIP reducido min™ mg™ de proteina). Para la SDH
nuevamente no se detectd actividad en la fraccion. Para el bgc se encontré6 un
incremento en la actividad de 3.59 veces con respecto a las membranas y de 1.94 con
respecto a la fraccion IVA (4.43nmoles de cit ¢ reducido min™’ mg'1 de proteina) y para la
caasz un valor bajo de la actividad con respecto a las membranas y con respecto a la
fraccion IVA (0.66nmoles de cit ¢ oxidado min™ mg™ de proteina) (Tabla 16 y 17) (Figura
22 c).

En los ensayos de oximetria para esta fraccidén no se detecté consumo de oxigeno
con 100nM de citocromo a de alguna oxidasa al agregar DBH, pero al aumentar la
concentracion de citocromo a hasta 200nM la actividad se incrementé 402.91%
(56.7nmoles O, min™ mg™ de proteina) con respecto a las membranas. Al agregar NaN;
se obtuvo un incremento de la actividad del 341.94% (50.25nmoles O, min™ mg™ de
proteina) con 100nM y un aumento del 119.02% (17.49nmoles O, min”' mg™' de proteina)
con 200nM con respecto a las membranas. Finalmente al agregar NaCN se observé un
aumento en la actividad del 805.6% (73.28nmoles O, min™ mg™ de proteina) con 100nM
y un incremento del 532% (48.39nmoles O, min” mg™' de proteina) con 200nM con
respecto a las membranas. Aqui nuevamente se observé un aumento del consumo de
oxigeno al anadir NaCN indicando la presencia de otras quinol oxidasas insensibles a
NaCN, ademas de la caas (Tabla 18) (Figura 22 d).

En el analisis de la fraccién por medio de un gel de 1D se identificaron seis
bandas que se nombraron de la A a la F. En analisis del gel de 2D so6lo se identificaron
tres bandas con sefial para la tincion con TMBZ, que fueron CtaC de la caa;s en la banda
C y QcrC y QcrB del bsc en la banda B, por sus pesos moleculares aparentes, ademas
de que hasta ahora todas las bandas con senal para esta tincién habian corrido en la
misma banda de los geles de claros nativos, pero en esta ocasién la caas migré aparte,
lo que podria indicar que migré sin el bsc (Figura 22 e). En la tincion con Coomasie se
observé una banda de alto peso molecular en la 1D con gran cantidad de subunidades.
Esto es de llamar la atencion pues no se habia observado en las otras fracciones. En la

banda A se pudieron identificar a NarG y NarH de la nitrato reductasa, a AtpA de la
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ATPasa y una linea de proteinas de todos los pesos moleculares. En la banda B la cual
fue la que presentd la mayor intensidad se encontré a NarH, Narl, YjID de la NADH DH,
QcrC, QcrB, QcrA y CtaE. En la banda C se identifico a YjlID, AtpA, CtaD, CtaC y a
NarH, Narl. En la banda D se identificaron a CtaD, CtaC y a NarH, Narl, YjID, AtpA. En la
banda E se identifico a NarH, Narl, YjID, AtpA y CtaC. Finalmente en la banda F se
identifico a NarH, Narl, YjID, AtpA y CtaC. (Figura 22 f).
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f) Tincion con Azul de Coomasie
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Figura 22. Analisis de la fraccion 1ll de la cromatografia con DEAE-Toyopearl. a) Espectros diferenciales de absorcion
(asc-oxi), (dit-oxi) y (dit-oxi) menos (asc-oxi) con una interpretacion de los posibles citocromos de los complejos
respiratorios por la longitud de onda en la que aparecen. b) Geles de poliacrilamida al 14% con LiDS. En el costado
izquierdo del gel se encuentran los marcadores de peso molecular. El gel del lado izquierdo se tiné con TMBZ para
deteccién hemos covalentemente unidos y el gel del lado derecho fue tefildo con Azul de Coomasie para todas las
proteinas. En el costado derecho la posible identidad de las subunidades de los complejos respiratorios identificadas
por su peso molecular aparente. Se utilizaron 75ug de proteina, 0.29nmoles de citocromo ¢, 0.09nmoles de citocromo
b y 0.065nmoles de citocromo a para este carril. ¢) Actividades enzimaticas especificas de cuatro de los complejos
respiratorios en las que se comparé la fraccion IVA (eje izquierdo) contra las tres fracciones obtenidas con DEAE-
Toyopearl (eje derecho). Se utilizaron 0.1mg de proteina para los ensayos. (U= nmoles DCPIP reducidos min” o
nmoles de cit ¢ (reducido U oxidado) min™"). d) Analisis de consumo de oxigeno por oximetria de las fracciones
obtenidas utilizando DBH, como donador de electrones y NaN3 y NaCN como inhibidores de las oxidasas terminales
de la cadena respiratoria. Geles claros nativos de alta resolucion (1D) y el analisis por 2D SDS-PAGE. e) tincion con
TMBZ vy f) tincion con azul de Coomasie en los cuales se cargaron 200ug de proteina. En el costado izquierdo se
muestran los pesos de los marcadores. Arriba se muestra en el carril del gel claro nativo de alta resolucién con las
bandas identificadas y marcadas con una linea y una letra y en el costado derecho una interpretacion del gel de
segunda dimensién en el que se identificaron a las subunidades por su peso molecular aparente.

6. Cromatografia de las fracciones V y VI (DEAE-Biogel A) en la
cromatografia DEAE-Toyopearl
Desde este punto se nombré a la fraccidon V y VI como fracciéon V,VIA. Se decidio
analizar a las fracciones V y VI por presentar una posible asociacion entre la SDH y la
aas. Debido a que sus espectros de absorcion mostraron los mismos picos se decidid
juntarlas para después recromatografiarlas en una columna con DEAE-Toyopearl en las

mismas condiciones que la fraccion IVA. La muestra fue tratada en las mismas



condiciones que las cromatografias pasadas. Se obtuvieron tres picos en el perfil de la
cromatografia. Se decidié concentrar a cada pico por separado, para la fraccion | se
concentraron del tubo 94 al 99, para la fraccion |l se concentraron del tubo 102 al 104 y
para la fracciéon Ill del tubo 105 al 107 (Figura 23). Estas fracciones se obtuvieron a
concentraciones de NaCl mas altas que las de la fraccion IV y a una concentraciéon

parecida a las fracciones 5y 6 (Tabla 19).

— 280 —415

0.5

100mM Macl S00mM MaCl

40mM MaCl

10mi MaCl

Fraccion | | Fraccian il
Fraccionll

it Ho. de fracciones NNy

Figura 23. Perfil de absorcion (280 y 415nm) de la cromatografia de intercambio idnico con la resina DEAE-Toyopearl
de la fraccion V,VIA en donde se muestran los tubos que abarcaron cada lavado. Se realizaron lavados con 10, 40,
100 y 500mM y un gradiente de 100 a 500mM de NaCl. Debajo del perfil se muestran por medio de llaves los tubos
que se tomaron para concentrar resultando en 3 fracciones.

Tabla 19. Porcentaje del gradiente y concentracion de NaCl de la cromatografia DEAE-Toyopearl en la que se obtuvo
cada fraccion.

% de NaCl | mM NaCl

DEAE-Toyopearl
Fraccion 5y 6

1 45.59 282.35
2 58.027 332.09
3 62.172 348.67
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6.1 Analisis de las fracciones obtenidas de la cromatografia con DEAE-
Toyopearl

Todas las fracciones fueron analizadas por medio de espectros de absorcion,

electroforesis en PAGE-LIDS, actividad de complejos respiratorios, ensayos de oximetria

y geles de 1D analizados después por geles de 2D SDS-PAGE.

6.2 Fraccién I:

Nuevamente se realizaron espectros de absorcion de las tres fracciones
concentradas. En el diferencial (asc-oxi) se pudo observar un citocromo ¢ (550nm). En el
segundo diferencial (dit-oxi) se observo el citocromo b (557nm) de la SDH y el citocromo
a (600nm) de aas. En el diferencial (dit-oxi) menos (asc-oxi) se encontré nuevamente el
citocromo b (557nm) de la SDH y un citocromo a (602nm) cercano al citocromo a de aas
por su pico de absorcién observandose que en efecto las fracciones de la cromatografia

pasada y esta contienen complejos diferentes (Figura 24 a).

En la tabla 20 se muestra que la mayor concentracién de citocromo ¢ se obtuvo en
la fraccion | seguida por la fraccidn |, para el citocromo b la mayor concentracién la tuvo
la fraccién |, y para el citocromo a la fraccidn Il. Para la concentracion relativa
(nmoles/mg de proteina) la mayor concentraciéon de citocromo c la tuvo la fraccion |, para
el citocromo b la fraccién | y para el citocromo a la fraccién lll. En la tabla 21 se observa
que el mayor cociente de relacion entre el citocromo b y el ¢ lo tuvo la fraccion | y la
relacién de citocromos a por ¢ los tuvo la fraccién Ill. Todos estos calculos se hicieron

para confirmar y respaldar lo que se observo en los espectros diferenciales.

Aqui se encontrd para el citocromo ¢ una concentracion absoluta de 21.16uM y
una concentracion relativa de 2.69nmoles/mg proteina, para el citocromo b una
concentracion absoluta de 30.58uM y una concentracion relativa de 3.89nmoles/mg
proteina y para el citocromo a una concentracién absoluta de 15.62uM y una
concentracion relativa de 1.99nmoles/mg proteina y se encontrd un cociente de relacion

de citocromos b por ¢ de 1.45 y de citocromos a por ¢ de 0.74 (Tabla 20 y 21).
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Tabla 20. Concentraciones absoluta (UM) y concentracion relativa (nmol/mg proteina) de citocromos c, b y a de las
fracciones de la cromatografia de intercambio idnico con la resina DEAE-Toyopearl. Asc. Dit. Ditionita. Oxi. Oxidado.
n.d. no determinado.

Diferencial (Dit-Oxi)
uM | nmoles/mg prot.

Fraccion |
Citocromo ¢ |21.16 2.69
Citocromo b |30.58 3.89
Citocromo a |15.62 1.99
Fraccion Il
Citocromo ¢ |20.04 2.68
Citocromo b |16.17 2.16
Citocromoa | 19.8 2.65
Fraccion Il
Citocromoc | 8.44 1.97
Citocromo b | 8.21 1.91
Citocromo a |13.35 3.11

Tabla 21. Cocientes entre los citocromos b:cy a:c.

Cociente b:c | Cociente a:c

(Dit-Oxi)
Fraccion | 1.45 0.74
Fraccion Il 0.81 0.99
Fraccion Il 0.97 1.58

Para este gel con LiDS se cargoé la muestra en cada carril buscando un equilibrio
entre la cantidad de proteina y la concentracion del citocromos ¢ para que no
disminuyera de 0.15nmoles. En el gel de poliacrilamida con LiDS tefiido con TMBZ se
identificaron a las subunidades CtaC de la caas, Cs50 Y Css51 las cuales presentaron la
mayor intensidad, en comparacién con QcrC y QcrB del bsc que mostraron muy poca
sefal para esta tincion. Con Coomasie se pudieron identificar a QoxB, QoxA y QoxC de
la aas, AtpD de la ATPsintasa, YjID de la NADH DH, SdhA, SdhB y SdhC de la SDH, a
CtaC, a QcrC, QcrB, QcrA, a NarG, Narl y NarJ de la nitrato reductasa, CccA y CccB
(cs50 Y Cs51). Al comparar esta fraccion con las fracciones de la cromatografia anterior, se
pudo notar claramente como la mayoria de las bandas para la SDH o la aas; que
aparecen en esta fraccién no aparecieron anteriormente o presentaron muy poca tincion.
También se encontraron nuevas bandas debajo de CtaC y arriba de QoxB las cuales
tampoco se encontraron en la cromatografia pasada. En esta fraccién se cargaron
0.2nmoles de citocromo ¢, 0.29nmoles de b, 0.15nmoles de a y 75ug de proteina (Tabla
22) (Figura 24 b).
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Tabla 22. nmoles y yg de citocromos utilizados en los geles LiDS-PAGE para cada una de las fracciones obtenidas de
la columna DEAE-Toyopearl de la fraccion V,VIA. Se cargd la muestra buscando un equilibrio entre cantidad de
proteina y la concentracion citocromos ¢ para que no disminuyera de 0.15nmoles.

nmoles por carril

citocromo ¢ | citocromo b citocromo a Mg de proteina
Fraccién | 0.20 0.29 0.15 75
Fraccion Il 0.2 0.16 0.20 75
Fraccion Il 0.15 0.14 0.23 100

En los ensayos de actividades enzimaticas se encontré para la NADH DH un
incremento en la actividad de 6.72 veces con respecto a las membranas y de 44.22
veces con respecto a la fraccion V,VIA (141.98nmoles DCPIP reducido min™ mg™’ de
proteina). Para la SDH se obtuvo un incremento en la actividad de 65.12 veces con
respecto a las membranas pero un valor bajo de actividad con respecto a la fraccién
V,VIA (181.19nmoles DCPIP reducido min”’ mg'1 de proteina) (Tabla 23 y 24) (Figura 24

C).

Tabla 23. Valores de las actividades enzimaticas de cada uno de los complejos respiratorios de B. subtilis en las
fracciones obtenidas de la cromatografia con DEAE-Toyopearl. (U= nmoles DCPIP 6 cit ¢ (reducido G oxidado) min™).

NADH Deshidrogenasa | Succinato Deshidrogenasa

U/mg
Membranas 21.13 2.78
FraccionVy 6 3.21 456.07
Fraccion | 141.98 181.19
Fraccion Il 6.33 115.72
Fraccion llI 4.33 1057.90

Tabla 24. Valores de recuperacion de la actividad enzimatica de la NADH DH y la SDH comparados contra la actividad
de cada complejo obtenido con las membranas y la fracciéon V,VIA por separado, asignandoles un valor de 1. Los
valores mas altos de las fracciones se muestran en rojo. A= con respecto a las membranas. B= con respecto a la
fraccion V, VIA.

NADH Deshidrogenasa Succinato Deshidrogenasa
A B A B
Membranas 1 1
Fraccién Vy 6 0.15 1 163.93 1
Fraccion | 6.72 44.22 65.12 0.40
Fraccién Il 0.30 1.97 753.51 4.60
Fraccion I 0.20 1.35 629.20 3.84

Para estas fracciones se modifico el ensayo de oximetria para la medicion del
oxigeno reducido por las oxidasas a través de los complejos SDH y la NADH DH.
Primero se realizd una prueba con las membranas de B. subtilis utilizando 0.5mg de

proteina y agregando uno de los reactivos por separado (Figura 24 d). Mientras que a las
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fracciones, los reactivos se agregaron todos en el mismo experimento ya que al ser
fracciones aisladas sélo se redujeron U oxidaron los complejos deseados, por esta razon
so6lo se pusieron los valores de los nmoles de oxigeno de cada fraccion (Tabla 25 y 26).
Se realizaron dos trazos para cada fraccién, el primero en el cual se agregé al inicio
unicamente succinato y el segundo trazo en el cual se agregaron al inicio NADH y
succinato. En esta fraccion, con succinato se obtuvo una velocidad de consumo de
oxigeno de 19.15nmoles O, min™ mg™ de proteina, con DBH,16.78nmoles O, min”' mg™
de proteina, con Ascorbato 120.22nmoles O, min’’ mg'1 de proteina, con TMPD
85.58nmoles O, min™ mg” de proteina, con NaN; 2012.08nmoles O, min” mg’ de
proteina y con NaCN 472.64nmoles O, min™ mg™” de proteina. Para saber si la velocidad
de consumo de oxigeno cambiaba se agregé ademas NADH al ensayo y se obtuvo un
consumo de oxigeno de 32.42nmoles O, min? mg’' de proteina, con succinato
25.29nmoles O, min™" mg’' de proteina, con DBH, 42.87nmoles O, min™ mg™' de
proteina, con ascorbato 240.85nmoles O, min"' mg' de proteina, con TMPD
343.02nmoles O, min™ mg'1 de proteina, con NaN; 287.82nmoles O, min™ mg'1 de
proteina y con NaCN 849.73nmoles O, min™ mg™' de proteina. En todas las pruebas con
membranas se pudo observar que la velocidad de consumo de oxigeno aumento al
agregar NaCN y en algunos casos al agregar NaNs;. En los dos ensayos que se
realizaron para cada fraccion, aumenté la velocidad de consumo de oxigeno cuando se
agregaron el ascorbato y el TMPD los cuales son transportadores de electrones para las
oxidasas terminales, pero el mayor consumo de oxigeno se dio al agregar los inhibidores
lo cual ya se habia observado en las fracciones de la cromatografia pasada (Figura 24 e)
ademas al agregar NADH y después succinato el consumo de oxigeno aumentd aun mas
(Figura 24 f).

Tabla 25. Cantidad de proteina y concentracion de citocromos a de las mem1brane1zls utilizados en los ensayos de
oximetria. Valores de la velocidad de consumo de oxigeno (nmoles de O min™ mg  de proteina) de las pruebas de
oximetria realizadas con las membranas completas de B. subtilis.

mg de proteina nM de citocromo a

Membranas ‘ 0.5 450

Valor de la velocidad de
consumo de oxigeno
(nmoles de O, min™ mg

de proteina)

Succinato 4.48

NaN3 4.51
Prueba 1 NaCN 12.35
Prueba 2 DBH>» 57.32
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NaN3 2.96
NaCN 5.49
Ascorbato 8.69
TMPD 54.16
NaN; 50.98
Prueba 3 NaCl 73.19
Ascorbato 7.99
TMPD 53.77
NaCl 74.68
Prueba 4 NaN3 29.19
citc 5.17
NaN3 2.27
Prueba 5 NaCN 7.51

Tabla 26. Cantidades de proteina y concentraciones de citocromo a en cada una de las muest1ras p1ara los ensayos de
oximetria. Aqui se muestra el valor de la velocidad de consumo de oxigeno (nmoles de O, min~ mg™ de proteina).

Valor de la velocidad de consumo de oxigeno

mg de nM de
proteina citocromo a Succinato | DBH, | Ascorbato TMPD NaN; NaCN

Fraccion | 0.05 100 19.15 16.78 120.22 85.58 212.08 | 472.64

Fraccién Il 0.037 100 29.53 49.61 95.76 159.16 139.45 | 439.44

Fraccioén lll 0.032 100 41.34 71.99 341.43 561.27 350.56 | 1582.08

Valor de la velocidad de consumo de oxigeno
mg de nM de
proteina | citocromoa | NADH | Succinato DBH, | Ascorbato TMPD NaN3 NaCN

Fraccién | 0.05 100 3242 25.29 42.87 240.85 343.02 287.82 | 849.73
Fraccion Il 0.037 100 54.99 22.76 49.63 269.97 361.63 504.16 | 959.99
Fraccion lll 0.032 100 279.24 9.80 50.26 260.16 532.45 502.54 | 1282.73

Para esta cromatografia las muestras también se corrieron en electroforesis en
geles de 1D cargando 200ug de proteina y se analizaron después por 2D SDS-PAGE.
En el carril de la 1D se identificaron 10 bandas nombradas de la A a la J. En la tincion
con TMBZ se observé muy poca sefal unicamente en la banda B para QcrC y QcrB
ademas de otras tres bandas las cuales no correspondieron a los pesos de alguna
proteina con hemos covalentemente unidos, por la asociacion de estas subunidades con
algun otro complejo a pesar de presentarse en muy poca cantidad. Esta mostré un alto
peso molecular por su posicidon en el gradiente, cercana al 4% (Figura 24 g). Para la
tincion con Coomasie en la banda A de la 1D la cual fue una banda de muy alto peso
molecular, se identificaron a NarG y NarH de la nitrato reductasa, a SdhA y SdhB de la
SDH, a QoxB y QoxC de la aaz y a AtpA y AtpD de la ATPasa. En la banda B se
identificaron a NarG, NarH, Narl, AtpA, AtpD, Sdha, SdhB, SdhC, QoxA, QoxC, QoxB,
QcrC, QcrB, y QcrA del bgc y las dos bandas que no se pudieron identificar. Esta banda

presento la mayor sefal para Coomasie de todas las bandas de la 1D. En la banda C se
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identificaron a NarG y NarH, SdhA, SdhC, AtpA, AtpD, QoxB, QoxC y las dos bandas
indefinidas. En la banda D se identificaron a NarG, NarH, SdhA, SdhC, QoxB, QoxC,
AtpA, AtpD vy las dos bandas sin identificar. En la E se identific6 a NarG, NarH, AtpA,
AtpD. En la banda F a NarG, NarH, AtpA, AtpD y varias bandas pequenas que no se
pudieron identificar. En la banda G se identifico a NarG. En la banda H a NarG. En la
banda | a NarH, Narl, AtpA y AtpD. Finalmente en la banda J se identific6 a la AtpA y
AtpD (Figura 24 h). Como era de esperarse, las posibles bandas para la SDH y la aas se
mostraron muy tefidas mientras que algunas de las bandas para el bgc y la caas no se

encontraron o presentaron muy poca sefal para ambas tinciones, TMBZ y Coomasie.
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Figura 24. Andlisis de la fraccion | de la cromatografia con DEAE-Toyopearl. a) Espectros diferenciales de absorcion
(asc-oxi), (dit-oxi) y (dit-oxi) menos (asc-oxi) con una interpretacion de los posibles citocromos de los complejos
respiratorios por la longitud de onda en la que aparecen. b) Geles de poliacrilamida al 14% con LiDS. En el costado
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deteccién hemos covalentemente unidos y el gel del lado derecho fue teflido con Azul de Coomasie para todas las
proteinas. En el costado derecho la posible identidad de las subunidades de los complejos respiratorios identificadas
por su peso molecular aparente. Se utilizaron 75ug de proteina, 0.2nmoles de citocromo ¢, 0.29nmoles de citocromo b
y 0.15nmoles de citocromo a para este carril. c) Actividades enzimaticas especificas para la NADH DH y la SDH las
cuales se compararon con la fraccion V,VIA (ele izquierdo) contra las tres fracciones obtenidas con DEAE-Toyopearl
(eje derecho). Se utilizaron 0.1mg de proteina para los ensayos. (U= nmoles DCPIP reducidos min'1). d) Membranas
utilizadas como control para el analisis de consumo de oxigeno por oximetria de las fracciones obtenidas utilizando
NADH y Succinato como donadores de electrones, ascorbato y TMPD como transportadores de electrones y NaNs y
NaCN como inhibidores de las oxidasas terminales de la cadena respiratoria. e) y f) Medicion del consumo de oxigeno
de la fraccion agregando todos los reactivos juntos en un sélo ensayo. Geles claros nativos de alta resolucion (1D)
analizadas por 2D SDS-PAGE. g) tincién con TMBZ y h) tincion con azul de Coomasie en los cuales se cargaron
200pg de proteina. En el costado izquierdo se muestran los pesos de los marcadores. Arriba se muestra el carril del
gel claro nativo de alta resolucién con las bandas identificadas y marcadas con una linea y una letra y en el costado
derecho una interpretacion del gel de segunda dimensién en el que se identificaron a las subunidades por su peso
molecular aparente.

6.3 Fraccioén ll:

En el diferencial (asc-oxi) se encontré un citocromo ¢ (551nm) y un citocromo a
(603nm) de la aas. En el diferencial (dit-oxi) se encontré un citocromo ¢ (553nm), un
citocromo b (558nm) de la SDH, y un citocromo a (601nm) de la aas. En el diferencial de
ambos diferenciales (dit-oxi) menos (asc-oxi) se observo un citocromo b (558nm) de la
SDH y un citocromo a (601nm) de la aas (Figura 25 a). En esta fraccion se encontrd para
el citocromo ¢ una concentracién absoluta de 20.04uM y una concentracion relativa de
2.68nmoles/mg proteina, para el citocromo b se encontré una concentracion absoluta de
16.17uM y una concentracién relativa de 2.16nmoles/mg proteina y para el citocromo a
se encontrd una concentracidn absoluta de 19.8uM y una concentracién relativa de
2.65nmoles/mg proteina y se encontré un cociente de relaciéon de citocromos b por ¢ de
0.81 y de 0.99 de citocromos a por ¢ (Tabla 20 y 21).

En el gel con LIDS en la tincion con TMBZ se encontraron bandas
correspondientes a las subunidades CtaC de la caag, QcrC y QcrB del bgc, CccA o CccB
(cs50 O Cs51). CtaC fue la que presentd mayor intencidad seguida de CccA o CccB
mientras que QcrC y QcrB. Como se pudo observar en las tres fracciones de esta
cromatografia la intensidad para esta tincion se mostré6 muy disminuida. Para la tincion
con Coomasie se identificaron las subunidades NarG, Narl y NarJ de la nitrato reductasa,
QoxB, QoxA y QoxC de la aas, SdhA, SdhB y SdhC de la SDH, AtpD de la ATPasa, YjID
de la NADH DH, CtaC de la caas, QcrC, QcrB y QcrA del bgc, CccA o CccB (€550 O Css1).
Las principales diferencias entre esta fraccion y la anterior es que la banda debajo de
NarG desaparecio, la intensidad de las bandas CtaC y YjID disminuyeron, tambien

desaparecié la banda por encima de QoxC y SdhC y aparecieron nuevas bandas sobre y
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debajo de CccA o CccB. En esta fraccion se cargaron 0.2nmoles de citocromo c,

0.16nmoles de b, 0.2nmoles de a 'y 75ug de proteina (Tabla 22) (Figura 25 b).

La actividad de NADH DH no mostré un enriquecimiento de la actividad respecto a
las membranas pero si con respecto a la fraccion V,VIA de 1.97 (6.33nmoles DCPIP
reducido min™’ mg'1 de proteina). La SDH present6 un enriquecimiento de la actividad de
753.51 veces con respecto a las membranas y de 4.6 veces respecto a la fraccién V,VIA
(115.72nmoles DCPIP reducido min™ mg™” de proteina), esta fue la segunda fraccién con
mayor actividad de SDH de las tres fracciones obtenidas en esta cromatografia (Tabla 23
y 24) (Figura 25 c).

En los ensayos de oximetria se obtuvo un consumo de oxigeno con succinato de
29.53nmoles O, min™ mg™' de proteina, con DBH, 49.61nmoles O, min™ mg' de
proteina, con ascorbato 95.76nmoles O, min" mg' de proteina, con TMPD
159.16nmoles O, min” mg' de proteina, con NaNs; 139.45nmoles O, min™ mg” de
proteina y con NaCN 439.44nmoles O, min™ mg™ de proteina y para el segundo ensayo
se obtuvieron con NADH una velocidad de consumo de oxigeno de 54.99nmoles O, min™
mg” de proteina, con succinato 22.76nmoles O, min" mg” de proteina, con DBH;
49.63nmoles O, min™ mg™ de proteina, con ascorbato 269.97nmoles O, min™ mg™ de
proteina, con TMPD 361.63nmoles O, min™’ mg'1 de proteina, con NaN3 504.16nmoles
0, min™ mg™ de proteina y con NaCN 959.99nmoles O, min™ mg™' de proteina. Al igual
que en la fraccion anterior se observd una mayor velocidad de consumo de oxigeno al
agregar NADH y después succinato como donadores de electrones. Al agregar los
inhibidores, aunque se mostré poca actividad enzimatica para NADH DH, en la oximetria

se obtuvo una mayor velocidad de consumo de oxigeno (Tabla 25 y 26) (Figura25dy e).

En el analisis de los geles de 1D con 200ug de proteina analizados por 2D SDS-
PAGE se identificaron cuatro bandas marcadas de la A a la D. En la tincion con TMBZ
del gel de 2D solamente en la banda A de la 1D la cual tuvo un alto peso molecular se
encontré una sefal muy debil para dos bandas que por su peso molecular muy alto no
correspondieron a ninguna proteina con hemos covalentemente unidos, (Figura 25 f).

Para la tincion con Coomasie, en la banda A se identificaron a NarG, NarH, Narl y a NarJ
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de la nitrato reductasa, QoxB, QoxA, QoxC de la aaz, SdhA, SdhB, SdhC de la SDH,

AtpA y AtpD de la ATPasa, todas asociadas en una misma banda. En la banda B se

identificd a QoxA, QoxC, SdhC y a NarJ, ademas de una proteina de bajo peso molecular

que no se pudo identificar. En las bandas C y D no se encontrdé ninguna subunidad. Al

observar que el gel parecia poco tefiido con el Coomasie se hizo una tincion con plata

que es mucho mas sensible y se encontraron las mismas bandas un poco mas

extendidas indicando que la mayoria de las proteinas migraron juntas en una asociacion

de complejos principalmente entre la SDH, la Nitrato reductasa y la aas lo cual ya se

habia observado en la fraccion anterior (Figura 25 gy g.1).
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g.1) Tincién con Nitrato de plata
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Figura 25. Analisis de la fraccion Il de la cromatografia con DEAE-Toyopearl. a) Espectros diferenciales de absorcion
(asc-oxi), (dit-oxi) y (dit-oxi) menos (asc-oxi) con una interpretacion de los posibles citocromos de los complejos
respiratorios por la longitud de onda en la que aparecen. B) Geles de poliacrilamida al 14% con LiDS. En el costado
izquierdo del gel se encuentran los marcadores de peso molecular. El gel del lado izquierdo se tind con TMBZ para
deteccién hemos covalentemente unidos y el gel del lado derecho fue tefiido con Azul de Coomasie para todas las
proteinas. En el costado derecho la posible identidad de las subunidades de los complejos respiratorios identificadas
por su peso molecular aparente. Se utilizaron 75ug de proteina, 0.2nmoles de citocromo ¢, 0.16nmoles de citocromo b
y 0.2nmoles de citocromo a para este carril. C) Actividades enzimaticas especificas para la NADH DH y la SDH las
cuales se compararon con la fraccion V,VIA (eje izquierdo) contra las tres fracciones obtenidas con DEAE-Toyopearl
(eje derecho). Se utilizaron 0.1mg de proteina para los ensayos. Se utilizaron 0.1mg de proteina en los ensayos. (U=
nmoles DCPIP reducidos min™). d) y e) Medicion del consumo de oxigeno de la fraccion agregando todos los reactivos
juntos en un soélo ensayo. Geles claros nativos de alta resolucién (1D), analizadas por 2D SDS-PAGE. F) tincion con
TMBZ, g) tincion con azul de Coomasie, y g.1) tincidon con nitrato de plata en los cuales se cargaron 200ug de
proteina. En el costado izquierdo se muestran los pesos de los marcadores. Arriba se muestra el carril del gel claro
nativo de alta resolucion con las bandas identificadas y marcadas con una linea y una letra y en el costado derecho
una interpretacion del gel de segunda dimensién en el que se identificaron a las subunidades por su peso molecular
aparente.

6.4 Fraccion lll:

En el diferencial (asc-oxi) se pudo apreciar un citocromo ¢ (552nm) y un citocromo
a (603nm) de la aas. En el segundo diferencial se encontré un citocromo b (558nm) de la
SDH y un citocromo a (600nm) de la aas. En el diferencial (dit-oxi) menos (asc-oxi) se
encontré un citocromo b (559nm) con un pico de absorcion muy cercano al citocromo b
de la SDH y al citocromo a (600nm) de la aas (Figura 26 a). Aqui se encontré una
concentracion absoluta para el citocromo ¢ de 8.44uM y una concentracion relativa de
1.97nmoles/mg proteina. para el citocromo b una concentracion absoluta de 8.21uM y

una concentracion relativa de 1.91nmoles/mg proteina y para el citocromo a una



concentracion absoluta de 13.35uM y una concentracion relativa de 3.11nmoles/mg
proteina y se encontrd un cociente de relacidon de citocromos b por ¢ de 0.97 y de 1.58 de

citocromos a por ¢ (Tabla 20y 21)

En los geles con LiDS tefiidos con TMBZ se identificaron a CtaC de la caaz y a
CccA o CccB (cs50 0 €551) aun con suficiente senal para identificarlos y a QcrB y QcrC del
bsc con muy poca sefial. En la tincibn con azul de Coomasie se encontraron las
subunidades NarG, Narl y NarJ de la nitrato reductasa, a QoxB, QoxA y QoxC de la aas,
a SdhA, SdhB y SdhC de la SDH, a YjID de la NADH DH, AtpD de la ATPasa, a CtaC,
QcrC, QcrB, QcrA, CccA y CccB. No hubo diferencias en la secuencia de bandas entre la
fraccion Il y 3 sélo que la intensidad disminuy6é un poco. En esta fraccidn se cargaron
0.15nmoles de citocromo ¢, 0.14 de b, 0.23 de a y 100ug de proteina (Tabla 22) (Figura
26 b).

Para las actividades enzimaticas los resultados fueron muy parecidos a la fraccion
II. La NADH DH no present6 incremento en la actividad con respecto a las membranas
pero si un enriquecimiento pequeno de 1.35 veces con respecto a la fraccion V,VIA
(4.33nmoles DCPIP reducido min™ mg’ de proteina). Finalmente la SDH presenté un
enriquecimiento en la actividad de 629.2 veces con respecto a las membranas y de 3.84
con respecto a la fraccion V,VIA (1057.9nmoles DCPIP reducido min™ mg™ de proteina)
(Tabla 23 y 24) (Figura 26 C).

Para la fraccion se obtuvieron los siguientes valores de las velocidades de
consumo de oxigeno, para succinato 41.34nmoles O, min™ mg™ de proteina, con DBH,
71.99nmoles O, min™ mg™ de proteina, con ascorbato 341.43nmoles O, min” mg™” de
proteina, con TMPD 561.27nmoles O, min”' mg™' de proteina, con NaN; 350.56nmoles
O, min” mg™ de proteina y con NaCN 1582.08nmoles O, min™ mg™ de proteina. Para el
segundo ensayo se obtuvieron con NADH un velocidad de consumo de oxigeno de
279.24nmoles O, min™ mg” de proteina, con succinato 9.8nmoles O, min™ mg” de
proteina, con DBH, 50.26nmoles O, min™ mg'1 de proteina, con ascorbato 260.16nmoles
0, min™' mg™ de proteina, con TMPD 532.45nmoles O, min™" mg™ de proteina, con NaNs

502.54nmoles O, min™ mg™” de proteina y con NaCN 1282.73nmoles O, min™ mg™ de
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proteina. En los ensayos de oximetria esta fue la fraccibn con mayor velocidad de
consumo de oxigeno observandose lo mismo que en las otras fracciones que al agregar
NADH ademas del succinato aunmentaron los valores y mas aun con los inhibidores
(Tabla 25y 26) (Figura26dy e).

En el analisis del gel de 1D en 2D SDS-PAGE donde se identificaron 3 bandas
que se nombraron de la A a la C. Para la tincién con TMBZ solamente se obtuvo sefial en
la banda A en la zona de 4% de acrilamida en la cual se identifico a CtaC de la caas,
QcrC y QcrB del bec ademas de muchas bandas de alto peso molecular que no se
lograron identificar. Todo esto indic6 un gran numero de asociaciones entre los
complejos con hemos covalentemente unidos con diferentes complejos o subunidades
(Figura 26 f). En la tincion con Coomasie en la banda A se identificaron a NarG, Narl y
Narl de la nitrato reductasa, a QoxB, QoxA y QoxC de la aas, a SdhA, SdhB y SdhC de la
SDH, a AtpA y AtpD de la ATPasa. En la banda B a QoxA y una proteina no identificada
y en la banda C no se resolvié ninguna proteina en el gel de 2D. La secuencia de bandas
fue muy parecida a la fraccion anterior excepto que tuvieron mayor intensidad, también
se hizo una tincién con plata para esta fraccion en la cual se encontraron las mismas

bandas que en la tincion con Coomasie (Figura 26 gy g.1).
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Tincion con Coomasie
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Figura 26. Analisis de la fraccion Ill de la cromatografia con DEAE-Toyopearl. a) Espectros diferenciales de absorciéon
(asc-oxi), (dit-oxi) y (dit-oxi) menos (asc-oxi) con una interpretacion de los posibles citocromos de los complejos
respiratorios por la longitud de onda en la que aparecen. B) Geles de poliacrilamida al 14% con LiDS. En el costado
izquierdo del gel se encuentran los marcadores de peso molecular. El gel del lado izquierdo se tiné con TMBZ para
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deteccién hemos covalentemente unidos y el gel del lado derecho fue tefiido con Azul de Coomasie para todas las
proteinas. En el costado derecho la posible identidad de las subunidades de los complejos respiratorios identificadas
por su peso molecular aparente. C) Actividades enzimaticas especificas para la NADH DH y la SDH las cuales se
compararon con la fraccion V,VIA (eje izquierdo) contra las tres fracciones obtenidas con DEAE-Toyopearl (eje
derecho). Se utilizaron 0.1mg de proteina para los ensayos. Se utilizaron 0.1mg de proteina en el ensayo. (U= nmoles
DCPIP reducidos min™). d) y e) Medicion del consumo de oxigeno de la fraccidn agregando todos los reactivos juntos
en un solo ensayo. Geles claros nativos de alta resolucion (1D), analizadas por 2D SDS-PAGE. F) tincion con TMBZ,
g) tincion con azul de Coomasie, y g.1) tincién con nitrato de plata en los cuales se cargaron 200ug de proteina. En el
costado izquierdo se muestran los pesos de los marcadores. Arriba se muestra el carril del gel claro nativo de alta
resolucion con las bandas identificadas y marcadas con una linea y una letra y en el costado derecho una
interpretacion del gel de segunda dimension en el que se identificaron a las subunidades por su peso molecular
aparente.
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Discusioén

Los complejos tipo bc de bacterias Gram positivas han sido poco estudiados. Sélo
un complejo de la bacteria termofilica Bacillus sp. PS3, ha sido purificado lo que muestra
la falta de investigacion para estos organismos. Es de considerable interés evolutivo y
funcional el que un grupo de bacterias no fotosintéticas, tales como especies de Bacillus,

posean un complejo semejante al bsf, ya que tendria muchas repercusiones evolutivas.

1. Obtencion de células, membranas y espectros diferenciales de
Bacillus subtilis

Se obtuvo un muy buen rendimiento en cuanto a la cantidad de células crecidas

en MSR suplementado con 3% de succinato (12.9g/L) de las cuales se necesitd

solamente crecer 7L para poder obtener los 500mg de proteina de membrana necesarios

para cargarlos en la columna.

En el diferencial reducido con ditionita menos oxidado se observaron los picos
caracteristicos para las membranas de B. subtilis, un pico alrededor de 550nm para el
citocromo ¢, un pico alrededor de los 560nm para el citocromo b y un pico alrededor de
los 600nm para el citocromo a. Una gran concentracion de citocromos fue encontrada
como lo reportan de Vrij y colaboradores, en 1987 (figura 8). Esto indico que
efectivamente se expreso la cadena respiratoria de B. subtilis. También se obtuvo una
gran cantidad de citocromo ¢ oxidasa caas y quinol oxidasa aa;z como lo muestran
Henning y cols., 1995, ellos utilizaron este medio para lograr la maxima cantidad de estas
dos enzimas y purificarlas por lo que se utiliz6 este medio de cultivo para obtener la
maxima cantidad del complejo bsc. Como se observé en la concentracion absoluta, la
concentracion relativa y el cociente de relacion de los citocromos en la tabla 3, existen
0.96 citocromos b por cada citocromo c, lo que indicé ademas que complejos como la
SDH y el bsc los cuales contienen citocromo b aumentaron y 0.46 citocromos a por cada
¢, la mitad de los otros dos citocromos lo que también indicdé que la mayoria del flujo de

la energia se llevé a través de los complejos de la cadena clasica.
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2. Solubilizaciéon de las membranas con el detergente DDM

El detergente DDM fue ha sido muy eficaz para solubilizar complejos respiratorios
con una alta actividad enzimatica de acuerdo con Ljungdahl y colaboradores en 1987, se
purificaron complejos tipo bcy de mitocondrias y de cadenas respiratorias bacterianas. Se
obtuvieron tanto el complejo tipo bcs y la caas muy activos y en forma monoméricas en
presencia del DDM vy al parecer éste presenta preferencia por los complejos tipo bc. Por
estas caracteristicas se decidio utilizarlo para el analisis de los complejos respiratorios de
B. subtilis, en particular el complejo bsc. Se utilizaron diferentes relaciones de detergente
para obtener las condiciones Optimas de B. subtilis. Existen muchas variaciones en la
membrana, en parte debido a los diferentes tipos de lipidos que la componen, incluso
dentro de una especie, las concentraciones de detergente empleadas para la purificacion
pueden variar con el medio de crecimiento. Al trabajar con las diferentes relaciones de
detergente: proteina se encontr6 que al sobrepasar las relaciones de 6 y 10mg de
DDM/mg de proteina la concentracién de citocromos b (tomada como referencia para la
presencia del complejo bec), comenzo a decaer. Por lo tanto, esta cantidad de detergente
fue excesiva. Es posible que con estas condiciones ya no se pudiera solubilizar mas
proteinas de membrana. Esto pudo suceder al rebasar por mucho su concentracion
micelar critica (CMC). Al sobrepasar la CMC las moléculas de detergente comenzaron a
unirse formando micelas. Por esto se utilizé la relacién de 1.5mg DDM/mg de proteina en
la cual se encontrdé el mayor valor para el citocromo b y el mayor porcentaje de citocromo
b recuperado con respecto del solubilizado con un 67.07%. Para mejorar la solubilizacién
se utiliz6 100mM NaCl, ya que se ha reportado que facilita la separacion entre la caaz y
el bcs. Con la utilizacién de la sal se extrajo una cantidad mayor de citocromos b, de

alrededor del 80% de citocromos b con respecto al solubilizado.

3. Fracciones de la cromatografia con DEAE-Biogel A

Con los diferentes lavados y el gradiente de NaCl se obtuvieron 6 fracciones.
Mediante las diferentes técnicas empleadas se pudieron identificar con bastante
confianza a los diferentes complejos respiratorios. En la fraccion | (Figura 13) se observo
solamente a una proteina con un hemo covalentemente unido, que fue identificada como
el citocromo c¢ de la caaz. Se pudieron apreciar todas las subunidades de la caags, lo que
indicé que en esta fraccion el complejo estaba completo aunque sin hemos tipo a, por no
encontrarse picos para el citocromo a, y por tanto, es posible que perdiera su actividad

enzimatica. También se observaron otras proteinas que no pertenecian a este complejo,
~ 100 ~



sugiriendo que las proteinas de esta fracciéon, pudieron adherirse débilmente a la resina y

salieron con muy poca fuerza ionica.

En las fracciones 2, 3 y 4 se obtuvo la mayoria del complejo bec; en las fracciones
2 y 3 a una concentracion de 100mM de NaCl y en la 4 a una concentracion de
219.14mM de NaCl (Figura 11). En 1987 de Vrij y colaboradores utilizaron al detergente
octil B-D glucésido, sulfato de amonio, Triton X-100 y una columna DEAE-Sefacel y
obtuvieron picos de absorcion para los citocromos ¢ y b con absorbancias del complejo
bsc de B. subtilis, utilizando para la elucién una fuerza iénica de 100 a 150mM de KCI. Al
utilizar 250 a 300mM de KCI obtuvieron picos cercanos a los citocromos b de la SDH de
B. subtilis con lo que se podria pensar que por su estructura, el bgc se podria extraer
directamente de la cromatografia con esta fuerza ionica. En nuestro caso, observamos
que el bgc podria estar formando una asociacién con la NADH DH, la caasy con los
citocromos cCs50 Y €551 €n un supercomplejo NADH DH-bgc-Cs50-C551-caas, aunque también
podria ser que la NADH DH comigre con el supercomplejo, o que se confirmé en la
siguiente cromatografia. Este tipo de supercomplejo se obtuvo en la bacteria Gram
positiva termofilica Bacillus PS3 en donde se encontré un supercomplejo quinol oxidasa
formado por el complejo tipo bc y la oxidasa caaz (Tanaka y cols., 1996). Otros ejemplos
son el supercomplejo entre el bcyy la aas en la bacteria Gram positiva Corynebacterium
glutamicum (Niebisch y Bott, 2003). En la bacteria Gram negativa Paracoccus
denitrificans se encontré un supercomplejo entre el bcs y la citocromo ¢ oxidasa aas
utiizando DDM (Berry y Trumpower, 1985). Utilizando digitonina se encontré un
respirasoma en membranas de Paracoccus denitrificans compuesto por los complejos
LIy IV (Stroh y cols., 2004). En B. subtilis se encontraron asociaciones entre el bsc, el
caaszy el cs50, €ntre el bgc, el caaz y el cs50y la ATPsintasa, entre el bec, el caas, el Cs50 y
el css51 y entre el caas, el cs50 Y el ¢s51, ademas de otros supercomplejos formados por la
SDH, la nitrato reductasa (una enzima bombeadora de protones) y la aas (Garcia y cols.,
2012). Lo encontrado en nuestro trabajo coincide con este ultimo reporte pues ademas
se identificaron a las subunidades de la ATPsintasa y la nitrato reductasa en las
fracciones de las cromatografias. Es posible que la respiracién con nitrato podria estar
acoplada al menaquinol producido por la SDH para eliminar el exceso de poder reductor
(Richardson 2000) (Garcia y cols., 2012).
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En el analisis por electroforesis de las fracciones 2 a la 6 las subunidades de cada
complejo fueron identificadas por los datos obtenidos en el trabajo de Garcia y
colaboradores (2012). Sin embargo, se encontraron varias bandas que no se les pudo
adjudicar identidad por tratarse de fracciones de una cromatografia. De la fraccion Il a la
6 de la cromatografia con DEAE-Biogel A se pudieron identificar los complejos NADH
DH, SDH, el bgc, la caas, los citocromos css0 Y Cs51, ademas de la ATPasa y la nitrato
reductasa pero al analizar a cada una de las fracciones se comenzaron a distinguir las
diferentes asociaciones que existen entre los complejos respiratorios. La fraccién Il fue la
tercera de las tres fracciones con la mayor actividad enzimatica del complejo bgc, pero
también fue la fraccion mas limpia en el caso de los espectros diferenciales en la cual se
obtuvieron picos de absorcion para los citocromos ¢ y b y un pico muy pequefo para el
citocromo a. En esta fraccion aunque se identificaron las subunidades de la citocromo ¢
oxidasa caas en los geles de poliacrilamida, se encontré un pequefio pico de absorcion
para el citocromo a en los espectro diferenciales y un valor de actividad de 0.01 con
respecto a las membranas la cual fue la mas baja de todas las fracciones. Esto podria
indicar que el hemo a se disocié del citocromo provocando que el complejo no fuera
funcional. En la tincion con TMBZ para el 2D SDS PAGE del gel claro nativo de alta
resolucién (1D) la banda de alto peso molecular no identificada podria tratarse de la CtaC
asociada con un citocromo cssp por su masa molecular aparente o con alguna otra
subunidad de los otros complejos respiratorios (Garcia y cols., 2012). Una asociacion de
la ATPsintasa con la caas in vitro se propuso en B. pseudofirmus (Liu y cols. 2007) y en
B. subtilis se encontraron las subunidades a y B junto con las subunidades del bsc y la
caas. El supercomplejo bsc-caas provee los protones directamente para la sintesis de
ATP (Garcia y cols., 2012). En esta fraccion existe principalmente una asociacién entre la
NADH DH, el complejo bsc y los citocromos c¢ss0 ¥ €551 como se mostré en el analisis por
2D de los geles de 1D.

Para el complejo bgc se pudo notar el enriquecimiento de la actividad del complejo
a través de las diferentes cromatografias aunque se obtuvo un valor de actividad menor
que los demas complejos. Este valor puede explicarse porque el DBH; utilizado como
sustrato en la reaccion es una benzoquinona y no una naftoquinona como la MK-7 la cual
es la quinona enddégena de B. subtilis. Se utilizé ésta en vez de la MK-7 porque tiene la
ventaja de mantenerse reducido de manera estable a diferencia de las naftoquinonas que

se oxidan muy rapido (Jaramillo y cols., 2005).
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En la fraccion lll las concentraciones de citocromos ¢ y b fueron mayores que en
la fraccion Il. Esta fraccion se obtuvo igualmente a una fuerza iénica de 100mM de NaCl
y fue la que presenté la mayor actividad para el complejo bgc de las 6 fracciones con un
incremento de 2.81 con respecto a las membranas, casi tres veces mas enriquecida que
las membranas completas, sin embargo presenté mayor cantidad de citocromos a. Aqui
se encontr6 una asociacion principalmente entre los complejos bec, la caas y los

citocromos Cssp Y Cs51.

En la fraccion IV también se obtuvo una buena actividad del bgc pero a diferencia
de las fracciones 2 y 3 se observé una mayor concentracion de caas. Esta fue la segunda
fraccidbn con mayor concentracion de citocromos ¢ y b y fue la que presentd la mayor
actividad para la NADH DH, la segunda mas activa para el complejo bsc y la que tuvo la
menor actividad para la SDH por esto se decidid utilizarla para pasarla por otra
cromatografia para conocer si efectivamente existia una asociacién entre la NADH DH, el
bsc, la caas y los citocromos cssp Y Cs51 Y principalmente para obtener una fraccion pura
para el bgc. Con los datos obtenidos para esta fraccion se puede hablar de una

asociacion entre la NADH DH, el bec, la caas, los citocromos Css0 Y Cs51 Y la ATPsintasa.

En las fracciones 5 y 6 se obtuvo un espectro de absorcion diferente al de las
fracciones anteriores y se identificaron los citocromos de la SDH y la aas las
concentraciones de citocromos b fueron altas y las de los citocromos a fueron las mas
altas de las 6 fracciones. En la tincion con Coomasie se identificaron las subunidades
correspondientes de la aas las cuales no se encontraron en las demas fracciones y la
actividad enzimatica para la SDH fue notablemente mayor que las fracciones anteriores y
que los sobrenadantes. Estas fracciones a diferencia de aquellas en las cuales se
encontré enriquecido el bgc, se obtuvieron a una fuerza idnica de alrededor de 320 a
350mM de NaCl. Hagerhall y colaboradores en 1992 utilizando otra metodologia para la
purificacion de la SDH, obtuvieron a la SDH a una concentracion de aproximadamente
300mM de NaCl. Los datos indican que en este caso, la SDH y la aas se obtuvieron
como otro super complejo, por tanto, se decidid hacer una nueva cromatografia para

intentar la separacion de estos dos complejos.
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4. Cromatografia DEAE-Toyopearl para la Fraccién IV (DEAE-Biogel A)
Al no haber obtenido una fraccion lo suficientemente pura del complejo bec se
decidi6 recromatografiar la fraccion IV. Se escogid esta resina por presentar
caracteristicas parecidas a la DEAE-Biogel A pero con una fuerza i6nica mayor y que

permitia un pasar a particulas mas pequenas.

En esta cromatografia huevamente se obtuvo la fraccidn mas pura para el bgc a
una fuerza i6nica de 100mM de NaCl. En la fraccién | la concentracién del citocromo ¢
fue mayor que la del b a diferencia de la cromatografia anterior y se observé una
disminucién considerable en la concentracidon del citocromo a. La tincion con TMBZ fue
muy intensa para estos citocromos y en la tincion con Coomasie muchas bandas
desaparecieron, quedando una fraccién bastante limpia. Ya que se obtuvo poca cantidad
de la muestra no se midié la actividad de la NADH DH y la SDH, pero se mostré6 muy
enriquecida para el complejo besc con incremento en el valor de la actividad de 6.46 con
respecto a las membranas y un aumento en el valor de la actividad de 3.49 con respecto
a la fracciéon IVA demostrando que con este método se puede obtener este complejo con
una purificacién parcial elevada y buena actividad enzimatica. Observando el espectro
diferencial y los geles con LiSD en esta fraccion disminuy6 considerablemente la SDH, la
ATPsintasa y la nitrato reductasa, en cambio se mantuvieron los citocromos Cssp, Cs51 Y la
NADH DH, Como lo demostraron los ensayos de oximetria, esta fraccion tampoco tuvo
alguna oxidasa terminal. En un analisis mas detallado con el 2D SDS PAGE del gel de
1D de la muestra, se pudo notar que efectivamente el bgc se encontré en una asociacion
con la NADH y los citocromos css0 y €551 Y algunas subunidades en poca cantidad de la
ATPsintasa y la nitrato reductasa, ta Ivez separadas por la fuerza i6nica aplicada en la
columna. En esta fracciéon se encontré principalmente un supercomplejo entre la NADH

DH, el bec, y los citocromos Cs5p Y Css1.

La fraccion Il se obtuvo igualmente a una fuerza idnica de 100mM de NaCl pero se
obtuvo después durante el gradiente. Se observé la presencia de los complejos bsc y de
la caasz en el espectro de absorcién indicando que el bgc se encuentra asociado a la caas
Ademas de la caas, se encontraron otras oxidasas terminales detectadas por la oximetria
al anadir cianuro y la azida de sodio, pues el consumo de oxigeno aumentd. Pensamos

que estas oxidasas podrian ser las oxidasas bd o bb’ las cuales son mucho menos
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sensibles a cianuro que la caas y la aas (Azarkina y cols., 1999). En el analisis de 2D
SDS PAGE de gel claro nativo de alta resolucion (1D) en la tincion con Coomasie se
encontraron subunidades de la nitrato reductasa y de la ATPsintasa. Por lo tanto,
concluimos que en esta fraccion hay una asociacion entre la NADH DH, el bgc, la caasz y
los citocromos cssp ¥ Css¢1 asi como la presencia de alguna oxidasa terminal aun no

identificada.

En la fraccion lll el espectro fue muy parecido a la fraccidon anterior tanto en

espectros como en geles, actividades y ensayos de consumo de oxigeno.

5. Cromatografia DEAE-Toyopearl para la Fraccién V y 6 (DEAE-Biogel A)
Se juntaron estas dos fracciones al tener mucha similitud y se decidio
recromatografiarla, en esta fraccidn se identificé a la SDH y a la quinol oxidasa aas lo que
puede hacer pensar en la existencia de una asociacion entre estos complejos, la cual no

se ha reportado hasta ahora.

En las tres fracciones de esta cromatografia se obtuvieron resultados muy
parecidos. Se pudo identificar a los complejos SDH, la quinol oxidasa aas y la nitrato
reductasa. Como ya se mencioné antes, la asociacion entre la SDH y la nitrato reductasa
ya fue reportada (Garcia y cols., 2012). También se observé que el pico de absorcion del
citocromo ¢ desaparecié en el espectro de absorcion de estas fracciones respaldando la
idea de que se asocia solamente con el bgc y la caaz. Ademas el complejo SDH se
encontré muy enriquecido. En la fraccién Il se observé la mayor actividad para la SDH
de las tres fracciones obtenidas con un incremento en el valor de la actividad de 753.51
con respecto a las membranas y un valor de 4.6 con respecto a la fraccién V,VIA y se
encontraron la misma asociacion entre la SDH, la aaz y la nitrato reductasa. En la
fraccion Il se observd el mismo caso que para las otras dos fracciones y esta fue la
segunda fraccién con la mayoria de la actividad de la SDH. Algo que se pudo notar es
que en el analisis del gel de 2D SDS PAGE del gel de 1D de las tres fracciones, fue que
el patron de bandas de la primera fraccion fue muy diferente al de las otras dos
obteniéndose bandas de alto peso molecular en el gel de 1D asi como su actividad

enzimatica fue menor, lo que podria entenderse como que las fracciones 2 y 3 se
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tratasen de supercomplejos de mayor tamafio con mayor numero de copias para la SDH,

la aas y la nitrato reductasa.

Como punto final en este trabajo, se mostraron pruebas de que los complejos
respiratorios de B. subtilis se encuentran organizados en supercomplejos funcionales,
que pueden ayudar a mejorar el transporte de electrones y por esta razén con esta
metodologia el complejo bgc de B. subtilis no se a podido extraer completamente puro.
Algunos puntos para mejorar este estudio por el lado molecular que ya se estan
trabajando en el laboratorio son poder sobreexpresar al complejo directamente en la
bacteria, otras alternativas son cambiar las condiciones de crecimiento para observar los
cambios en la composicion de los supercomplejos aqui encontrados, hacer analisis por
espectrometria de masas de los geles de 2D SDS PAGE y del gel de 1D para confirmar
la identidad de algunas de las bandas, utilizar detergentes no idnicos de nueva
generacion o una combinacidon de varios para lograr la purificacion. Por otro lado seria
interesante enfocarse en la purificacién de algunos de los supercomplejos encontrados
aqui para el estudio del bgc, si se llegara a observar que no es posible purificarlo sélo y

activo.
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Conclusiones

* Se obtuvo un buen rendimiento de células crecidas en MSR suplementado con 3%

de succinato.

» El detergente DDM ha demostrado ser eficiente para solubilizar al complejo bec de

forma activa.

+ Larelacion de 1.5mg DDM/mg de proteina fue la mejor relacion para la

solubilizacidon de las membranas de B. subtilis.

» Se logro obtener el 80% del citocromo b en el sobrenadante en presencia de

NaCl, la cual mejoro la solubilizacién.

» Se logré una purificacion parcial del bgc en una fraccidén y con una actividad

enzimatica mayor a las membranas y a los sobrenadantes.

» El paso de la cromatografia DEAE-Toyopearl demostro ser eficaz en la separacion

de los diferentes complejos de la cadena respiratoria.

* Entodas las cromatografias se obtuvo al complejo bsc a una concentracién de
100mM de NacCl.

* Entodas las cromatografias se obtuvo al complejo SDH a una concentracion de
alrededor de 300 a 350mM de NaCl.

+ Se encontraron diferentes supercomplejos:

*  beC+Cs50+Cs51

NADH DH+ bgc+caas+ Cs50+Cs51

NADH DH+ bgc+ Cs50tCs51

SDH+Nitrato reductasa+aas

» Si se lograra purificar completamente al complejo bgc al ser un complejo con
caracteristicas de un complejo fotosintético sin serlo nos proporcionaria una

enorme cantidad de informacion de importancia evolutiva sobre estos organismos.
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