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Resumen.

Las bacterias requieren de los nutrimentos necesarios para desarrollarse. Algunas pueden ser
especificas y seleccionar fuentes de carbono que les suministren la mayor cantidad de energia
para su crecimiento. Bacillus subtilis es una bacteria gram positiva, aérobica facultativa, autéctona
del suelo, presenta un mecanismo llamado represién catabdlica por carbono (RCC), que le sirve
a la bacteria utilizar una fuente de carbono preferentemente a partir de una mezcla en el medio
de crecimiento, asi como utilizar el carbono limitante de acuerdo a sus capacidades metabdlicas;
ademas se caracteriza por tener una cadena respiratoria ramificada; la cual presenta tres
deshidrogenasas: NADH-deshidrogenasa, Succinato-deshidrogenasa y Glicerol-3-fosfato-
deshidrogenasa, que transfieren electrones desde los sustratos alas menaquinonas, y contintan
hacia dos ramas, una con quinol oxidasa y otra como citocromo oxidasa como acarreadores de
los electrones. Estas caracteristicas le han permitido adaptarse a diferentes medios en que se
encuentre, y es posible que la expresion de complejos respiratorios se adecue al mismo. En este
trabajo se cultivo a la bacteria con tres distintas fuentes de carbono: Succinato, Acetato y Glicerol,
durante 5, 9y 23 hrs, para caracterizarla cadena respiratoria. Se realizé una curva de crecimiento
para comparar las tres fuentes de carbono, encontrando que el crecimiento de la bacteria con los
medios Succinato y Glicerol es similar, comparandolos con el medio de Acetato en el cual se
presento un crecimiento mas lento. La cantidad de proteina membranal y la concentracion uM de
citocromos ¢ (550nm), b (560nm) y a (600nm) fue mayor a las 23hrs en las tres fuentes de
carbono, ademas se detectd la presencia del citocromo tipo d en las membranas con succinato 5
hrs y glicerol 5 y 9 hrs. Se midieron las actividades de los complejos respiratorios utilizando
espectrofotdmetrode doble haz (Aminco, modernizacion OLIS). La actividad del Complejo NADH-
DH Il fue mayor a las 5 hrs y 9 hrs en las membranas con glicerol, sin embargo, a las 23 hrs la

actividad disminuyd. En los medios con succinato y acetato la actividad fue similar a las 5 hrs,
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aumentando a las 9 y 23 hrs en las membranas con succinato, no asi con acetato. La actividad
de los complejos: SDH, Citocromo bc y Citocromo ¢ oxidasa, aumentaron de acuerdo a las horas
de crecimiento en las tres fuentes de carbono, siendo glicerol el de menor actividad. Se midié la
actividad de la Succinato-oxidasa utilizando como sustrato succinato-menadiona, obteniendo
mayor consumo de oxigeno en las membranas con acetato en los tres tiempos de crecimiento
comparado con las membranas con succinato y glicerol, datos que son comparables con lo
obtenido en la medicion de la actividad del complejo SDH. También se midié Ascorbato-TMPD-
oxidasa ambas por oximetria, en ella se obtuvo mayor consumo de oxigeno a las 9 hrs en las
membranas con succinatoy a las 23 hrs con acetato, siendo las membranas con glicerol donde
se obtuvo bajo consumo de oxigeno, datos que de igual manera se relacionan con lo obtenido en
la medicion del complejo caas. Por lo tanto, concluimos que los complejos respiratorios se ven

influidos por la fuente de carbono mediante el proceso de represion catabdlica por carbono.
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Introduccion.

Las bacterias requieren de los nutrimentos necesarios para desarrollarse. Para lograr éxito
en la evolucién, tienen que ser eficientes y competitivas en momentos de escasez y abundancia
de nutrimentos (Stilke y Hillen, 2000).

La mayoria de las bacterias pueden utilizar diversos compuestos comofuentes de carbono. Estas
y su cantidad son a menudo limitadas, aunque pueden ser abundantes y multiples en otros
momentos. Algunas bacterias pueden ser especificas y tener ventaja ante otras bacterias al ser
capaces de utilizar diversas fuentes de carbono presentes en su habitat, permitiéndoles
seleccionar aquellas que les suministren una mayor cantidad de energia para su crecimiento,

como por ejemplo la bacteria Bacillus subtilis (Lambert, 2011).

1. Descripcion de Bacillus subtilis.

B. subtilis, es una bacteria Gram positiva autdéctona del suelo, se encuentra ampliamente
distribuida en diversos habitats los cuales ha colonizado eficientemente. Es un microorganismo
en formade bacilo mdévil, puede encontrarse como células individuales o en pequefias cadenas,
crece en un intervalo de temperaturas de entre 15 a 50 °C. En su metabolismo, puede reducir el
nitrato a nitrito, e hidrolizar almidon y caseina, se caracteriza por poseer metabolismo aerébico
facultativo (Winstedty von Wachenfeldt, 2000). Pertenece al grupo Il de las especies Bacillus, el
cual se caracteriza por producir acidos (como acido poliglutamico) a partir de una variedad de
azucares incluyendo la glucosa (Priest., 1993).

Bacterias aerdbicas y aerdbicas facultativas como B. subtilis pueden responder a cambios en el
medio ambiente mediante el uso de diferentes tipos de vias respiratorias (Winstedt y von

Wachenfeldt, 2000).
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2. Cadena Respiratoria de B. subtilis.

Bacillus subtilis presenta una cadena respiratoria ramificada (Figura 1). En condiciones aerébicas
utiliza oxigeno como aceptor terminal de electrones y en condiciones anaerobicas utiliza nitrato y
nitrito como aceptor terminal de electrones (von Wachenfeldt y Hederstedt, 2002). Tiene tres
deshidrogenasas: NADH-deshidrogenasa, Succinato-deshidrogenasa y Glicerol-3-fosfato-
deshidrogenasa asociadas a la membrana, las cuales transfieren los electrones extraidos de los
sustratos para reducir a la menaquinona (MQ-7) en menaquinol, continuando hacia dos ramas,
una con quinol oxidasas y otra con citocromo oxidasa como aceptores de los electrones (Fig. 1)

(Winstedty von Wachenfeldt, 2000).

i
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Figura 1. Cadena Respiratoria de Bacillus subtilis 168. Las lineas continuas representan la via comin del transporte de electrones, y las
lineas punteadas representan la via alterna de transporte de electrones. (von Wachenfeldt y Hederstedt, 2002).

2.1 Componentes de la Cadena Respiratoria.

2.1.1. Deshidrogenasas.

En condiciones aerobias B. subtilis utiliza los electrones transportados en la cadena respiratoria
para reducir el oxigeno a agua. Uno de los principales donadores de electrones en la respiraciéon
es el NADH+H"* producido en la glucdlisis y en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. Existen dos

tipos de NADH deshidrogenasas unidas a la membrana (NDH-I y NDH-Il), descritas en bacterias
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para catalizar la oxidacion de NADH+H* a NAD*. La clasificacién de estas enzimas esta en
funcion de la capacidad de generacion de energia (Hartig y Jahn, 2012). Todos los miembros del
grupo NADH-deshidrogenasa 1 (NDH-I) son enzimas de multiples polipéptidos con capacidad de
bombear protones, contiene grupos flavin mononucledtido (FMN) vy hierro-azufre no
covalentemente unidos como grupos prostéticos. Las enzimas NDH-II, no tienen la capacidad de
generar un gradiente de protones. Estas enzimas son polipéptidos individuales y contienen al
grupo flavin adenin dinucledtido (FAD) no covalentemente unido ademas de no presentar grupos

hierro-azufre (Yagi, 1991).

La NADH deshidrogenasa presente en B. subtilis es del tipo NDH-Il (Figura 1), contiene FAD
como grupo prostético. Basadas en la similitud de la secuencia de la enzima presente en
Escherichia coli, B. subtilis 168 tiene tres NADH deshidrogenasas, YjID, YumBYy YutJ. La NADH
deshidrogenasa que usa la bacteria en la cadena respiratoria es el tipo YutJ (Sone et al., 2004;

von Wachenfeldt and Hederstedt, 2002).

SDH: succinato deshidrogenasa (Figura 1) & mas precisamente un succinato: quinona
oxidorreductasa (SQR)es parte del ciclode Krebs y de la cadena respiratoria, realiza la oxidacion
de dos electrones del succinato a fumarato en el citoplasma acoplado a la reduccién de la
quinona. Tiene tres proteinas: SdhA, SdhB y SdhC; SdhA tiene un peso aproximado a 65-kDa,
es una flavoproteina con un FAD unido covalentemente, SdhB pesa aproximadamente 29-kDa,
contiene 3 grupos fierro-azufre 2Fe-2S, 3Fe-4S y 4Fe-4S, que funcionan en la transferencia de
electrones entre el grupo flavina y hemo b del citocromo bsss en la proteina SdhC y por ultimo la
proteina SAhC de 23-kDa, contiene 5 segmentos transmembranales y un dimero SdhAB anclado
en el lado citoplasmatico de la membrana con funciones de transferencia de electrones a la MQ-
7. Esta enzima presenta un citocromo b-558 (que absorbe a 558 nm), como parte funcional de

este complejo. Se ha reportado que en Bacilos como B. megaterium, B. cereus y B. subtilis,
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pueden utilizar succinato comofuente de carbono y energia (von Wachenfeldt y Hederstedt, 2002;

Hartig y Jahn, 2012).

Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (Figura 1), es esencial en los procesos de respiracion celular,
glicdlisis y la biosintesis de fosfolipidos. En E. coli, el glicerol-3-fosfato puede ser metabolizado
adicionalmente a dihidroxiacetona fosfato mediante cualquiera de dos enzimas unidas a la
membrana, dependiendo de las condiciones de crecimiento. El posible papel de este proceso es
la captacion de glicerol y glicerol fosfato generados por la descomposicion de fosfolipidos y
triglicéridos. En condiciones aerdbicas, B. subfilis expresa el gen glpD variante aerdbico del
sistema de transferencia de electrones que codifica para glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
presente en la membrana de B. subtilis capaz de reducir a la menaquinona (Hartig y Jahn, 2012;
Yeh y cols., 2008). Bajo condiciones anaerdbicas, una glicerol-3-fosfato deshidrogenasa diferente
se expresa preferentemente. Este complejo de proteina tri-heterodimérica, esta codificada por el
gen gIpACB, y se ha demostrado que es una flavoenzima (enzima que funciona en la oxidacion
del piruvato, acidos grasos y de aminoacidos), esta débilmente unida a la membrana
citoplasmatica que ocurre a menudo en vesiculas asociadas con fumarato reductasa; se ha visto
que en la bacteria E. coli puede reducir menaquinona a menaquinol. La subunidad del complejo
GIpABC, en condiciones anaerodbicas convierten el glicerol-3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato

(DHPA) usando fumarato como aceptor terminal de electrones. (Cole y cols., 1988).

2.1.2. Menaquinona- MQ-7.

B. sutbilis presenta Menaquinona (MQ) como componente redox movil en la cadena respiratoria
(Figura 1). Esta compuesta por un sistema de anillo de naftoquinona a la que esta unido un
numero variable de unidades de isoprenilo. La MQ-7 tiene una cadena lateral isoprenoide de siete

unidades (Fig.2) (Taber, 1993).
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Figura 2. Formula estructural de la Menaquinona MQ-7 (2 Metil-3 Heptaprenil- 1, 4 Naftoquinona).

2.1.3. Citocromos.

Los citocromos tienen como grupo prostético al hemo que contiene hierro unido covalentemente,
el hierro del hemo de un citocromo puede estar oxidado (Fe**) o reducido (Fe?*) cuando funciona
en la cadena trasportadora de electrones. La clasificacion de los diferentes tipos de citocromos
se basa en la estructura quimica del hemo y la manera en que esta ligado al polipéptido. El
citocromo tipo a contiene al hemo A que es una forma modificada de la protoporfirina IX en la que
se ha anadido a la molécula un grupo formilo. El citocromo tipo b tiene el hemo B (protohemo IX)
gue se encuentra dentro de la membranay no puede fijar oxigeno. El citocromo tipo ¢ alberga al
protohemo IX covalentemente unido a uno o mas residuos de cisteina y finalmente el citocromo
tipo d que contiene dos hemos tipo by un hemo tipo d unido al oxigeno para catalizar la reduccion
de O2 a H20. B. subtilis requiere de citocromos para su crecimiento y puede sintetizar los
citocromos tipo a, b, ¢ y d (von Wachenfeldt y Hederstedt, 1992; Wu y cols., 1992). Estos

citocromos transfieren electrones de componentes de bajo potencial a oxidasas terminales.

B. subtilis 168 contiene cuatro citocromos unidos a la membrana: CccA (citocromo c-s50), CccB
(citocromo c-s51), ambos citocromos son de bajo peso molecular cuya funcion fisiolégica es
desconocida. Por ultimo, estan dos citocromos, QcrC (citocromo c-ss4) y CtaC (citocromo c-ss1),
pertenecientes al complejo bc y a la oxidasa terminal citocromo caas (Fig.3). El citocromo d
pertenece a la oxidasa terminal tipo bd (von Wachenfeldty Hederstedt, 1992; von Wachenfeldt y

Hederstedt, 2002).
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C COOH COOH COOH
COOH
. : ¢ c c
NH; MNH;
Proteina: CtaC QerC CecA CecB
Citocromo: ¢-551 c-554 ¢-550 ¢-551
Funcion: Subunidad Il Subunidad del Desconocida Desconocida
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Figura 3. Citocromos presentes en Bacillus subtilis 168. Los cuatro citocromos se encuentran unidos ala membrana. La secuencia de
aminoacidos de los dominios hemo C de CccA, CccB, y QcrC son muy similares. El dominio hemo C de CtaC es diferente a los otros tres

citocromos, pero muy similar a la del citocromo caas de varias especies de Bacillus (von Wachenfeldt y Hederstedt, 2002).

2.1.4. Complejo tipo bec.

En especies de Bacillus, el complejo bc tiene tres proteinas: la proteina Rieske (QcrA) que
contiene un grupo (2Fe-2S). La subunidad QcrB es un citocromo bs, tiene cuatro segmentos
transmembranales alfa helicoidales, dos hemos tipo b unidos por medio de dos residuos de
histidina, que sirven como ligandos axiales. Los hemos se denominan: b+ (potencial alto), se
encuentra en la parte negativa de la membrana donde se reduce la MQ y b (potencial bajo), se
encuentra cerca del lado positivo de la membrana donde el menaquinol se oxida. Se sabe que
existe un tercer hemo unido covalentemente a la proteina en la cisteina 45. QcrC es un citocromo
tipo ¢ semejante al citocromo css1, esta proteina tiene tres cruces transmembranales y es
semejante a la subunidad IV de los complejos fotosintéticos denominados bef, por tanto, se puede
denominar complejo bsc. (Winstedt y von Wachenfeldt, 2000; von Wachenfeldt y Hederstedt,
2002). El menaquinol es oxidado por el complejo bsc, que transfiere los electrones a un citocromo

c oxidasa caas (Figura 1) (Arzaquina y cols., 1999; Garcia y cols., 2012).

2.1.5. Oxidasas Terminales.

El flujo de electrones a través de la cadena respiratoria esta acoplado a la generacion de un

gradiente electroquimico de protones a través de la membrana celular, utilizado para la sintesis

—
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de ATP y otros procesos que consumen energia. El paso final de la respiracion aerébica es la
reduccién de oxigeno a dos moléculas de agua (Oz+4e+4H*->2H.0) catalizado por un grupo de
enzimas unidas a la membrana llamadas oxidasas terminales que pueden contribuir al gradiente
electroquimico (von Wachenfeldt y Hederstedt, 2002). Son proteinas hemo o hemo-cobre que
oxidan reductores de menor potencial y utilizan los electrones para reducir el oxigeno aagua. Las
oxidasas tienen afinidad en ambientes aerdbicos. Se ha estimado que cerca del 90% del oxigeno

que es consumido es reducido a agua por las oxidasas (Taber, 1993).

La cadena transportadora de electrones de B. subtilis presenta dos ramas, una rama de quinol
oxidasa y otra rama de citocromo oxidasa. Tiene tres oxidasas terminales que forman parte de
esta ultima rama: citocromo oxidasa caas, citocromo oxidasa aas, citocromo oxidasa bd, y el
operon YthAB que codifica para una oxidasa terminal tipo bb” (Figura 1). Los distintos tipos de
oxidasas presentes le brindan a la bacteria la capacidad para crecer en una enorme variedad de
condiciones ambientales dependiendo de la concentracion de oxigeno (Winstedt y von

Wachenfeldt, 2000; Toledo Cuevas, 1997).

Las oxidasas tipo a pertenecen a la super familia hemo-cobre, su caracteristica es que tiene una
subunidad homologa de tipo | al del citocromo ¢ oxidasa mitocondrial, bombea protones a través
de la membrana citoplasmatica en respuesta a la transferencia de electrones. La citocromo
oxidasa caas esta codificada por los genes ctaCEDF; dos genes adicionales ctaA y ctaB que se
requieren para la produccion de las citocromos oxidasas caasy aas; ademas de la biosintesis del
grupo prostético hemo a; y la citocromo aas esta codificada por los genes QoxABCD. La oxidasa
terminal tipo bd es distinta a las demas oxidasas, ya que no esta relaciona con las oxidasas hemo-
cobre. Esta oxidasa no bombea protones en comparacion con las oxidasas hemo-cobre. Las
oxidasas terminales se bloquean por cianuro o azida, salvo algunas que pueden ser resistentes

a estos inhibidores (von Wachenfeldt y Hederstedt, 2002; Castillo, 2005).
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B. subtilis presenta una cuarta oxidasa terminal descrita a partir del genoma secuenciado, en la
cual se identificd un grupo de genes ythA, ythBy ythC.Hay evidencia espectroscopica que sugiere
a una oxidasa terminal tipo bb’. Se ha reportado que la presencia de las quinol oxidasa caas,
citocromo aas y citocromo bd, son esenciales para el crecimiento aerobico de B. subtilis, siendo
la citocromo aasmas importante para el crecimiento aérobico (Winstedty von Wachenfeld, 2000).
Las oxidasas caasy aas en membranas de B. subtilis fueron aisladas utilizando como fuente de

carbono succinato (Henning y cols., 1995).

3. Metabolismo de B. subtilis.

B. subtilis tiene un mecanismo llamado represion catabdlica por carbono (RCC), que le sirve para
utilizar una fuente de carbono preferentemente a partir de una mezclaen el medio de crecimiento,
asi como utilizar el carbono limitante de acuerdo a sus capacidades metabdlicas. La regulacion
molecular de la RCC se puede dar de dos formas, la primera se da reprimiendo los genes
catabdlicos y los operones mediante la proteina de control catabdlico A, CcpA, la cual previene
la transcripcion de genes actuando sobre sitios cre (elementos de respuesta de catabolito). La
segunda manera se da al no inducir operones catabdlicos gracias a la fosforilacion de la enzima
HPr, que puede estimular la actividad de algunas enzimas, inductores, activadores

transcripcionales, o antiterminadores (Forero y Sanchez, 2008; Bricknery Titgemeyer, 2002).

La RCC por fuente de carbono se da a través de diversos sistemas de control, el mas conocido
es el sistema de fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS). Tanto en E. coli como
en Bacillus subtilis, se transportan mas de 20 carbohidratos diferentes por el sistema PTS,
utilizando fosfoenolpiruvato (PEP) como donador de grupo fosfato. El sistema PTS consta de dos
enzimas generales no especfficas que son la enzima El y la proteina estable al calor HP; y las
enzimas Ell, que son una gran cantidad de permeasas especificas para cada carbohidrato (Fig.

4) (Forero y Sanchez, 2008). Las sefiales de la RCC son dependientes de las enzimas HPr
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(proteina pequefia, termoestable y rica en histidina), HPr cinasa/fosfatasa (HPr-K/P) y la enzima
de control catabdlico (CcpA), encargadas de censar el estado fisioldgico de la célula y regular el

consumo de carbono.

Cuando la glucosa u otra fuente de carbono es rapidamente metabolizada, genera intermediarios
metabdlicos como la fructosa 1,6-bifosfato (FBF), reaccionando a través de dos vias. La mas
sencilla, incorporandose a la via de la glucdlisis para generar fosfoenolpiruvato (PEP) y obtener
piruvato como producto final y la segunda, activando la HPr-K/P que fosforila a HPr en la serina
46, formando una interaccién de HPr-Ser-P con CcPA permitiendo que CcpA se una a regiones
de DNA denominados sitios cre (elementos de respuestade catabolito) (Fig.4) (Forero y Sanchez,

2008; Stilke y Hillen, 2000; Varela y Grotiuz, 2006; Fugita, 2009).

Carbohidrato

preferido por PTS Extel'ﬂa

A A Lr
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Y fosfatasa

Gluugisis m"‘v’—? m
: : ATP
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:  Piruvato s XA
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Figura 4. Mecanismo y activacion molecular de la RCC de B. subtilis. Ocurre cuando una fuente de carbono preferente como la glucosa,
fructosa o manosa es rapidamente metabolizable e incrementa la concentracion celular de fructosa 1,6-bifosfato activando la HPr
cinasalfosfatasa (HPr-KIP) que fosforila a HPr (proteina pequefia, termoestable y rica en histidina) y Crh (proteina homologa a HPr) en
serina 46. La interaccion de HPr-Ser-P con CcpA se une a regiones de DNA denominadas sitios cres (elementos de respuesta de
catabolito); permitiendo que el complejo FBF-HPr-Ser-P-CcpA unido a cre en las regiones regulatorias de operones sensibles a RCC,
inhiben la iniciacion a la transcripcion. Fugita Yasaturo, 2009; Forero y Sanchez 2008).
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Todos los genes u operones que participan en el catabolismo de carbohidratos son regulados por
proteinas de control especifico e inductores requeridos para su expresion, de esta manera la
represion de los genes empleados en la utilizaciéon de carbohidratos alternos asegura que
unicamente sea expresada una cantidad minima de genes, para producir una cierta cantidad de
energia y elementos carbonados a partir de una fuente de carbono. Cuando una sola fuente de
carbono esta disponible, la RCC esta presente, siendo consecuencia del metabolismo del
carbohidrato que actua como un dispositivo de autorregulacién interna que limita el consumo del

carbohidrato y funciona como un sistema economizador de alimento (Forero y Sanchez, 2008).

Las caracteristicas del metabolismo de B. subtilis, pueden permitir que se incorporen otras
fuentes de carbono ademas del succinato. Stulke y Hillen (2000), mencionan que el glicerol
externo puede ser captado a través de facilitadores. En bacterias la absorcién del glicerol esta
mediada por el facilitador de difusién del glicerol GlpT, una proteina integral de membrana que
cataliza el equilibrio rapido de gradientes de concentracion de glicerol a través de la membrana
citoplasmatica. El glicerol intracelular se convierte en glicerol 3-fosfato por la enzima glicerol
cinasa que utiliza ATP como donante fosforilo. Glicerol-3-P no es un sustrato del facilitador de
difusién del glicerol y por lo tanto permanece en la célula, donde se metaboliza mas. Como
resultado, la fuerza motriz para la captacion del glicerol es generado por la fosforilacion de glicerol

mediante la enzima glicerol cinasa (Charrier y cols., 1997).

En B. subtilis estan presentes los genes glp del catabolismo del glicerol organizado por las
unidades transcripcionales glpP, gipFK, gipD y glpTQ. GlpF y GlpT son acarreadores del glicerol
y glicerol-3-fosfato externo, permitiendo el paso a través de la membrana citoplasmatica. Dentro
de la membrana citoplasmatica, la enzima glicerol cinasa (GlpK) fosforila a la molécula glicerol-
3-fosfato a través de la deshidrogenasa GIpD generando dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y
NAD*los cuales se reintegran a la glucdlisis (Fig. 5) (Lewin y cols., 2009). Los electrones que

resultan del glicerol-3-fosfato se transfieren a una flavoproteina deshidrogenasa para formar
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FADH:. Esta enzima alimenta a la cadena respiratoria de electrones en una manera similar a la

de succinato deshidrogenasa.
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Figura 5. Metabolismo del Glicerol en B. subtilis. Descripcion general del metabolismo de glicerol en B. subtilis y la funcion celular de las
proteinas codificadas por los genes glp. La proteina GlpP en el citoplasma se une a G3P y media la regulacion de la expresion génica
por anti-terminacion de la transcripcion. GIpF y GIpT son un facilitador de captacion de glicerol y una permeasa G3P. DHAP:
dihidroxiacetona fosfato; G3P: glicerol-3-fosfato. Los promotores se indican mediante flechas delgadas dobladas. Terminadores de la
transcripcion se indican mediante un anillo en un palo. Las flechas sélidas indican las vias metabdlicas. Las flechas sin fondo indican
un efecto positivo sobre la expresion génica, es decir, anti-terminacion de la actividad. Lewin y cols, 2009.

B. subtilis regula la produccion de acetato a través de dos vias. La primera via mediada por la
acetil-CoA sintetasa para la interconversion de acetato a acetil-CoA y la segunda via utilizando
acetil fosfato como intermediario de la enzima acetato cinasa para ser catalizada por la
fosfotranscetilasa para formar acetil-CoA e incorporarse al ciclo de Krebs (Fig. 6) (Grundy y cols.,

1993).

Pia Ack

acetil Gol =— acetil fosfatn —— acetil Gos
«— .

Acs

Figura 6. Via de interconversion de acetato y acetyl-CoA en B. subtilis. La utilizacion de acetato requiere acetil-CoA sintetasa (ACS). La
excrecion de exceso de etilo se produce por una via de dos pasos. La conversion de acetil-CoA a acetil fosfato utilizando
fosfotranscetilasa (PTA), y el desglose de acetil fosfato de etilo (que resulta en la sintesis de una molécula de ATP), requiere de acetato
cinasa (Ack), (Grundy vy cols., 1993).
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Una gran diversidad de genes y operones activan al complejo CcpA (enzima de control catabdlico)
y P-Ser-HPr (que actia como represor o activador de la transcripcion). El complejo CcpA activa
directamente a los genes ack y pta e indirectamente al operon alsSD, involucrados en la
formacion de acetato y acetoina, de B. subtilis en crecimiento con glucosa. Ademas de involucrar
a numerosos genes que participan en el metabolismo del carbon, también existen genes
involucrados en el metabolismo del nitrégeno y del fosfato, citZ codifica para la enzima citrato
sintasa, una de las primeras enzimas del ciclo de Krebs. Varios de los genes que codifican para
el ciclo de Krebs utilizan transportadores intermediarios y genes involucrados en la respiracion

(Fugita Yasaturo, 2009; Sonenshein, 2007).

A través de estas vias es posible que la bacteria asimile el acetato exdgeno vy lo incorpore en su
metabolismo a través del ciclo de Krebs para obtener NADH y FADH2 como donadores de

electrones utilizados en la cadena respiratoria.

En B. subtilis el sistema de respiracion es severamente reprimido por la glucosa. El operon
resABCDE, es indispensable para la respiracion ya que codifica tres proteinas involucradas en la
biogénesis del complejo citocromo c. Ademas, se ha encontrado que el gen cccA que codifica
para el citocromo csso es reprimido por glucosa a través de la interaccion directa con el complejo
CcpA/P-Ser-Hpr. Por otra parte, el operon cydABCD, codifica para la citocromo oxidasa tipo bd,

que es reprimida por la enzima de control catabdlico CcpA (Fugita Yasaturo, 2009).

Henning et al., 1995, aislaron membranas de B. subtilis utilizando como fuente de carbono 3% de
succinato, y purificaron a la citocromo oxidasas caasy la aas. Por otro lado, Wu et al., 2010,
evaluaron el efecto del glicerol en la concentracion Polyy-Acido Glutamico), en la cepa B. subtilis
NX-2, utilizando concentraciones crecientes de glicerol y encontraron que, a las concentraciones

de 10, 20 y 30 (g/l) hay la mayor produccién de biomasa.
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En este trabajo se pretende evaluar la actividad de los complejos respiratorios de B. subtilis,
utilizando tres fuentes de carbono distintas, a tres tiempos diferentes del desarrollo del cultivo.
De esta manera esperamos conocer como los complejos respiratorios se desarrollan en estas

condiciones.
Hipoétesis.

B. subtilis es una bacteria que puede adaptarse al medio en que se encuentre, por lo que es
posible que aun en condiciones aerobicas, las expresiones de los complejos respiratorios se
adecuen ante la presencia de tres fuentes de carbono (succinato, acetato y glicerol), alimentado
asi directamente la cadena respiratoria via deshidrogenasas: NADH deshidrogenasa, SDH
deshidrogenasa y Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa. Por tanto, es posible que se observen
cambios en la actividad de los complejos respiratorios, bajo las diferentes fuentes de carbono y

horas de crecimiento del cultivo.
Objetivos.
General:

= Comparar la actividad de los complejos respiratorios de B. subtilis a5, 9y 23 hrs de
crecimiento en un medio en el que se probaran tres diferentes fuentes de carbono

(succinato, acetato 6 glicerol).
Particulares:

= Analizar el crecimiento de la cepa B. subtilis WT en las tres diferentes fuentes de
carbono y tiempos de cultivo establecidos.

= Aislar alas membranas celulares de la bacteria crecidas en cada cultivo.

» Evaluar las actividades de los complejos respiratorios de las membranas aisladas, por

espectrofotometria y oximetria.
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Materiales y Métodos.

Bacillus subtilis 168 (W.T.)

'

Medios de cultivo

— T

Succinato Acetato Glicerol

~N V7

Crecimiento a 5, 9y 23 hrs.
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Cosecha de cultivos

|

Preparacion de membranas por lisis
celulary centrifugacion

|

Estudio de membranas

—

Determ’inacién de !a Medicion de la actividad de
concentracion de proteina por oxidasas terminales por
método de Lowry y U.V. consumo de oxigeno.

Determinacion de la / \ . .
concentracion de citocromos Medicion de la actividad de

por espectro de absorcion los complejos

diferencial (reducido con respiratforios por
ditionita-oxidado). espectrofotometria.
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Preparacion de cultivos y crecimiento de la bacteria.

Se utilizé la cepa Bacillus subtilis 168 obtenida del Bacillus Genetic Stock Center (Ohio State
University). La bacteria se crecid en cajas Petri de plastico con medio LB (Luria Bertani) 15 g/L
de agar, por 24 hrs a 37°C. Posteriormente una colonia se coloc6 en 3.5 ml de medio liquido
super rico (MSR) con 3% de succinato 6 3% de acetato de potasio 6 1% de glicerol durante toda
la noche a 37°C en agitador orbital a 200 rpm. Se prepararon cultivos de 1 L con medio super
rico MSR en matraces de 2.8 L de capacidad, con cada fuente de carbonoy se agregaron los 3.5
ml de bacterias como inéculo, suplementado con 300 pl/L de solucion de micronutrientes (para
100 ml: 2.2g MnCl2, 0.5g ZnSO4-7H20, 0.5g H3BO3, 0.016g CuSO4-5H20, 0.025g Na2MoO4-
2H20, 0.46g Co(NOs3)2-6H20 y 0.5 mlI H.SO4 concentrado). Los medios se cultivaron en periodos

de 5, 9y 23 hrs a 37°C en agitador orbital a 250 rpm, y se midié la Densidad Optica (D.0.) a 600

nm al finalizar los periodos de crecimiento (Henning y cols., 1995).

Se realizé una curva de crecimiento de la bacteria con cada una de las fuentes de carbono
midiendo la Densidad Optica (D.0O)a 600 nm durante el periodo de 0-9 hrsy 23 hrs de crecimiento.

Con los datos obtenidos se calculo el tiempo de duplicacion con las siguientes formulas:

M=In X2 — InX1 td= In2
to—t 1

Donde:
u= velocidad especifica de crecimiento en h-' (masa)
X2= numero de bacterias en inicio de la fase exponencial
X1=numero de bacterias en fase de latencia
to= tiempo de inicio de la fase exponencial
t1= tiempo 0 de crecimiento

Cosechade células y obtencion de membranas.

La cosecha se llevo a cabo por centrifugacion diferencial en un rotor GSA (Sorvall) a 5000 rpm
durante 15 minutos a una temperatura de 4°C. La pastilla obtenida se lavdo con 100 mM de

fosfatos de potasio, pH 6.6, y se centrifugé a 10000 rpm en un Rotor SS-34 (Sorvall). La pastilla

19

—
| —



Barrientos-Miranda

de bacterias obtenida se lavé con el mismoamortiguador y se centrifugd nuevamente. Las células
de B. subtilis se almacenaron en forma de pastillas a -20 °C. La obtencién de membranas se
realizo siguiendo el protocolo de Henning y cols., 1995 y Hagerhall y cols., 1992. Las pastillas
obtenidas de B. subtilis se descongelaron con agua tibia, y se re-suspendieron a una
concentracion de 30 g/L con amortiguador de 50 mM de fosfatos de potasio a pH 8.0. Se agregé
AEBSF (4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride) inhibidor de proteasas a una
concentracion final de 0.1mM. Se afadié lisozima a una concentracion final de 0.3 g/L junto con
0.01 g/L de DNAsa y RNAsa. Los cultivos se incubaron durante 15 min a 37 °C a 140 rpm,
posteriormente se agregé 10 mM de MgSO4 y una mezcla de inhibidores de proteasas (5mM ¢-
aminocaproico y 2 mM EDTA). Las células se incubaron durante 30 min a 37 °C, posteriormente
se agregé EDTA-Na 15 mM final (de una solucién stock 0.3 M, pH 7.4), dos minutos mas tarde,

se afiadio 10 mM de MgSOs..

Las células no lisadas se centrifugaron a 5000 rpm durante 20 min a 4°C. Los sobrenadantes
reunidos se centrifugaron nuevamente a 11000 rpm por 42 min. La pastilla obtenida se re-
suspendié en 40 ml de amortiguador de 0.1M de fosfatos de potasio pH 6.6, y se centrifugd a
15000 rpm a 4°C durante 15 min. Nuevamente la pastilla obtenida sere-suspendié en un volumen
minimo, y un volumen igual de glicerol; posteriormente se agregd 0.1mM de AEBSF y la mezcla
de inhibidores de proteasas mencionada. Las membranas se homogenizaron a 4°C, y se

congelaron con nitrégeno liquido. Posteriormente se almacenaron a -70°C.
Cuantificacion de la concentracién de proteina total.

Método de Lowry.

La cuantificacién de proteina total de las membranas obtenidas se realizé por el método de Lowry

y cols, (1951) y Markwell y cols, (1978); modificado para proteinas de membrana.
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Se realiz6 por duplicado una curva patron con las siguientes cantidades: 0, 10, 20, 40, 80, 150,
200 pl de solucién de 100 ug/mlde Albumina Sérica de Bovino (BSA), a cada tubo, posteriormente
se agregd 1 ml de una mezcla de dos soluciones: 99% solucién “A” (20 g de Na2COs, 4 g de
NaOH, 2 g de KNaCsH4+O¢-4H20 y 1% de SDS) y 1% de solucién “B” (4% de CuSos 5H20), al
término se dej6 incubando durante 10 min, después se agregaron 100 pl de Folin-Ciocalteau fenol
1:1 con agua destilada a cada muestra, todas las muestras se dejaron incubar durante 30

minutos.

Las muestras problema (membranas) se colocaron en cantidades de 20, 40 y 80 pl realizando
una dilucion 1:100 con agua destilada; finalmente todas las muestras fueron leidas a 750 nm en
el espectrofotémetro BioMate3 Thermo, tomando comoblanco la concentracion O ul de BSA. Con
los datos obtenidos se realizd una curva patrén donde se interpolaron las absorbancias de las

muestras para obtener el promedio de las concentraciones de proteina pug/ul.

Método espectrofotométrico por U.V.

Se utilizé el método de Glick y Pon, 1995, con una solucion 0.6% de SDS. El método consistio en
tomar 1 ml de solucion 0.6% de SDS como blanco; posteriormente se tomaron 10 ul de
membranas diluidas en 990 pl de solucion 0.6% de SDS. Las muestras se leyeron a una longitud
de onda de 280 nm, en el espectro BioMate3 Thermo. La concentracion de proteina total de

membrana se calculd a partir de la siguiente formula reportada por Glick y Pon (1995):

0.12 de Absorbancia de la muestra = 10 mg de proteina
Obtencion de la concentraciéon de citocromos por espectro de absorcion.

Se realizaron espectros de absorcion diferenciales (reducido con ditionita-oxidado) de las

membranas aisladas, en un intervalo de longitud de onda de 400-650 nm con un
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espectrofotometro de doble haz Aminco DW2, modernizacién de OLIS, utilizando 2 mg de

proteina de membrana disuelta en amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.0.

Se realizé una linea base con amortiguador contra aire, en la celdila de muestra con el
amortiguador para calibrar a cero; posteriormente se diluyeron las muestras en amortiguador de
fosfato de potasio 50 mM pH 7.0. Se corrio el espectro de las membranas oxidadas contra aire,
a continuacion, se agregaron granos de ditionita a la muestra asegurandose de mezclar bien, se
corri6 nuevamente el espectro reducido con ditionita. Finalmente se realizaron espectros de
absorcion diferenciales haciendo la resta del espectro reducido con ditionita menos oxidado, para
asi poder observar los picos de la region alfa en donde se encuentran de los citocromos:
citocromo ¢ 550 nm, citocromo b 560 nm, citocromo a 600 nm y citocromo d 628 nm, utilizando el

Software OLIS.

Para calcular las concentraciones de los citocromos presentes se tomaron los coeficientes de
extincion reportados por de Vrij et al, 1987 y Arzaquina et al, 1999, para B. subtillis, donde 19.1
mM' cmpara cit ¢ + c1, 20 MM cm" para cit b del complejo bc, 16.5 mM' cm para cit a de la
citocromo oxidasa y 17 mM' cm™' para cit d de la citocromo oxidasa tipo bd. Finalmente, con la
ecuacion de la ley de Lambert-Beer se obtuvo la concentracién uM de citocromos y la cantidad

relativa expresada en nmoles de cada citocromo por mg de proteina.
Ecuacion de Lambert-Beer:

A= gdc
Donde:
A= Absorbancia
e= Coeficiente de extincion molar
d= distancia del paso de luz encm (1 cm)
c= concentracion molar.
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Medicion de actividades enzimaticas de los cuatro complejos respiratorios de las
membranas aisladas.

La actividad enzimatica de cuatro complejos respiratorios SDH, NADH-Il, bec y caasse realizd
utilizando el espectrofotdbmetro de doble haz Aminco DW2, modernizacion de OLIS, (usando el
modo DUAL, en el que dos haces de luz con diferentes longitudes de onda pasan a través de la
muestra). Para cada ensayo se utilizaron 0.3 mg de proteina de muestra y se diluyd en una
relacion 1:3 de volumenes con buffer de actividad pH 7, (250 mM de sacarosa, 50 mM de fosfato
de potasio monobasico, 50 mM de fosfato de potasio dibasico, 0.01% de Tween-20, 0.2 mM de

EDTAyY 1 mMde Azida de sodio). La muestra diluida se incubd en hielo durante media hora.

Para medir la actividad de los complejos SDHy NADH-II se usaron las longitudes de onda de 600
y 750 nm (modo DUAL) en donde se siguio la reduccion del DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol),

se muestra un ejemplo en la Figura 7.

Se ajustd a cero la absorbancia con amortiguador de actividad afadiendo azida de sodio, (igual
al amortiguador de actividad + azida de sodio 1 mM), y se agregaron los reactivos en el siguiente
orden: 40 uM DCPIP,1mM NaCN, membranas de B. subtilis (0.3mg de proteina), 50 uM NADH,
8 uM rotenona, 40 yM DCPIP, 5 mM succinato de sodio, 1mM PMS (Phenazine metholsufato
minimo 90% UV), 10 mM malonato, 40 uM DCPIP (opcional) y 80 uM DQ (Decil Quinona), en la

tabla 1 se muestra la funcién de cada uno de los reactivos.

Actividad NADH-DH Il y SDH

DCPIP succinato
A v
|DCPIP + PM3
cianuro v
i membranas
v ; NADH
\d

e Figura 7. Trazo representativo de la

medicion de la actividad los complejos
NADH-DH Il y SDH por espectrofotometria de
membranas con succinato crecidas a 23 hrs.

malonato

rot. :
y A

Absorbancia

05

Tiempo (min)
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Tabla 1. Reactivos utilizados para medir la actividad de los complejos NADH-DH Il y SDH en las membranas
de Bacillus subtilis.

Reactivo Funcién
Amortiguador de actividad con Regulador de pH 7.0
azida de sodio. Inhibidor del complejo IV
NaCN Inhibidor de la citocromo ¢ oxidasa (complejo V)
Membranas Membranas conteniendo a los complejos respiratorios
DCPIP (2,6 diclorof enolindof enol) Aceptor artificial de electrones, cuando esta reducido es de color azul y al oxidarse cambia a
incoloro.
NADH Sustrato para NADH deshidrogenasa (complejo I)
Rotenona Inhibidor de NADH deshidrogenasa (complejo I)
Succinato Sustrato para Ta SDH (complejo 11)

Aceptor de electrones soluble que recibe los electrones directamente de la quinona reducida por el

PMS complejo I, es una via mas rapida para reducir al DCPIP
Malonato Inhibidor de la SDH (complejo 1)
DQ (decil quinona oxidada) Para v erificar inhibicion del complejo 11

Se tomaron las pendientes resultantes de los siguientes reactivos: NADH, rotenona, PMS y
malonato. Finalmente utilizando el coeficiente de extincion del DCPIP (22mM' cm-', de Vrij y cols.,
1987) y las pendientes obtenidas del trazoy la ecuacién de la ley de Lambert-Beer se calculé la

velocidad de reduccion (Bénit y cols., 2006).

La actividad de los complejos bsC y caas, fueron medidos a longitudes de onda de 550 y 540 nm,

donde se sigui6 la éxido-reduccion del citocromo ¢ de corazon de caballo (Figura 8).

Se utilizé amortiguador de actividad sin azida de sodio. Para medir la actividad del complejo bec
se agregaron los siguientes reactivos (en orden de adicion): 30 uM de citocromo ¢ oxidado (donde
se ajusto a cero la absorbancia), 1 mM de NaCN, membranas de B. subtilis (0.3mg de proteina),

200 pM de DBH:y finalmente 1uM de Antimicina (Figura 8).

La actividad de la caasse midié agregando los siguientes reactivos (en orden de adicion): 10 uM
de citocromo ¢ reducido, 8uM de rotenona, membranas de B. subtilis (0.3mg de proteina) y

finalmente 1mM de cianuro de sodio (Figura 8).
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Actividad caa;

Actividad bc
03 - .
02 - L amortiguador +
antimicina citocromo ¢
1 reducido +
Y rotenona

015 1
. fo2q ¥
® [y
g 5 membranas
c a
2 01 DBH 8
o amortiguador+ .E
H citocromo ¢ < 01
o oxidado membranas

0.05 - 5

NaCN
. I | I , . 0 T T T
0 1 2 3 4 5 ° o 1 ” 2
. . Tiempo (min
Tiempo (min) Polmin

Figura 8. Trazos representativos de la medicion de la actividad de los complejo bec y caas por
espectrofotometria de membranas con succinato crecidas a 23 hrs.

Tabla 2. Reactivos utilizados para medir la actividad de los complejos bsc y caaz en las membranas de
Bacillus subtilis.

Reactivo Funcion

Amortiguador de actividad sin Regulador de pH 7.0

azida de sodio.

Citocromo c¢ reducido Sustrato para [a citocromo ¢ oxidasa (complejo V)

Abs 0.19-0.2 estable

Rotenona Inhibidor de la NADH deshidrogenasa (complejo 1)
Membranas Membranas conteniendo los complejos respiratorios
NaCN Inhibidor del complejo citocromo c oxidasa (complejo 1V)
Citocromo ¢ oxidado Observ acion de la actividad del complejo 111
DBH; Sustrato para la quinol: citocromo c oxidasa (Complejo
1)
Antimicina Inhibidor del complejo bcy (complejo 111)

Se tomaron las pendientes resultantes de la adicion de los siguientes reactivos: membranas,
cianuro de sodio, DBH: y antimicina. Para determinar la velocidad de reduccién u oxidacién del
citocromo ¢ se uso el coeficiente de extincion de 19.1 mM' cm-" del citocromo ¢, reportado por

Bénit y cols., 2006, la ecuacion de la ley de Lambert-Beer y las pendientes obtenidas. En la tabla

2 se muestrala funcion de los reactivos utilizados para medir la actividad del complejo béc y caas.
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Medicion del consumo de oxigeno.

Se utilizé el equipo de unidad de control del electrodo CB1-D3 y la camara de oxigeno del
electrodo DW1 de la marca Hansatech. Se realizaron dos ensayos diferentes a temperatura
ambiente para medir la actividad de las Quinol oxidasas utilizando como sustratos Ascorbato-
TMPD vy Succinato-Menadiona, en un amortiguador de fosfato de sodio 25 mM pH 7. El primer
ensayo consistio en agregar amortiguador, posteriormente se agregaron las membranas (0.5 mg
de proteina) y los reactivos en el siguiente orden: Ascorbato/TMPD (5mM ascorbato, 5uM
Tetrametil-p-enilendiamina (TMPD), 10 mM azida de sodio (NaNs) y 5mM NaCN. En el segundo
ensayo se agrego de igual manera amortiguador para estabilizar el oximetro y los reactivos en el
siguiente orden: 20mM de Succinato, membranas (0.5mg de proteina) + 200 uM Menadiona
(incubadas por dos minutos), 10mM azida de sodio (NaNs) y 5mM NaCN como inhibidores.
Finalmente se calculd la velocidad de la pendiente de cada reactivo utilizando la concentracion
de nmoles de oxigeno disueltos en agua a una temperatura de 25°C correspondiente a 253.4

nmol/mlde Oz Los valores de expresaron en nmoles de O2 min"' mg' (Assempoury cols., 1998).
Analisis estadistico.

Se realizo el estadistico (t-Student) para ver si hay diferencias significativas en la actividad de los
complejos respiratorios en las diferentes fuentes de carbonoy en los tres tiempos de crecimiento,
ademas se puso una cuarta grafica comparativa para observar las diferencias entre los diferentes

tiempos de cultivo. Para la realizacion de las graficas se utilizé el programa GraphPad PrisM 6.
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Resultados y discusién.

1. Crecimiento de Bacillus subtilis en tres diferentes fuentes de carbono.

B. subtilis utiliza glucosa como fuente principal de carbono para la obtenciéon de energia a partir
de rutas metabdlicas centrales como la glucdlisis, el ciclo de Krebs y un sistema de

fosfotransferasa de azucares (PTS), (Stllke y Hillen, 2000; Blenkle et al, 2003).

En este trabajo se analiz6 el crecimiento de B. subtilis utilizando tres fuentes de carbono distintas
a tres tiempos de crecimiento diferentes, con el fin de conocer la expresién de los complejos

respiratorios de la bacteria bajo estos parametros.

El succinato, acetato y glicerol forman parte del metabolismo aerobio de B. subtilis los cuales
estando en el medio externo pueden incorporarse a través de proteinas acarreadoras,
alimentando la cadena transportadora de electrones. Estas caracteristicas los hacen buenos

sustratos para la bacteria (Stulke y Hillen, 2000 Grundy y cols, 1993).

En la figura 10 se muestra el crecimiento de B. subtilis ante las diferentes fuentes de carbono
utilizadas. En general, se observd una tendencia de crecimiento similar con succinato y glicerol
en las tres fases de crecimiento (logaritmico (0-4 hrs), exponencial (4-7 hrs)y estacionario (7-23
hrs)y tiempo de duplicacién (en la fase exponencial) similar. Con acetato, el tiempo de duplicacion
y crecimiento fue mayor durante la fase exponencial (Figura 10, Tabla 3). Grundy y cols., 1993,
mencionan que el acetato es una fuente de carbono pobre para B. subtilis, debido a la ausencia
de la derivacion del ciclo del glioxilato (una variante del ciclo de Krebs), por lo que la bacteria en
crecimiento con acetato requiere de la adicidon de una fuente intermediaria del ciclo de Krebs,
comoes el glutamato. Con lo reportado anteriormente, si queremos obtener tiempo de duplicacion
menor con esta fuente de carbono y obtener mayor rendimiento celular durante la fase celular,
de la bacteria cuando se crece con acetato como fuente de carbono seria recomendable agregar

glutamato como fuente de carbono extra para mejorar su crecimiento.
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Figura 10. Curva de crecimiento representativa de B. subtilis en las tres fuentes de carbono. En cada tiempo se tomé la DO a 600 nm de
longitud de onda. En la grafica se indican las fases de crecimiento en la curva. Fase Est (Estacionaria), Fase Log (Logaritmica) y Fase

Exp (Exponencial).

Tabla 3.Tiempo de duplicacion en la fase exponencial de B. subtilis. Datos obtenidos de una sola curva de crecimiento.

Fuentes de carbono Succinato Acetato Glicerol

Tiempo de duplicacién (min) 36 7 39

2. Obtencion de células de B. subtilis crecidas en las tres fuentes de carbono.

Las células de B. subtilis se obtuvieron en abundancia a las 23 hrs de cultivo en las tres fuentes
de carbono, con un promedio de 15 g/L de células (Tabla 2). En el cultivo de 5 hrs con acetato la
cantidad de células obtenidas fue muy baja (2.82 gr), por lo que se crecieron dos litros de
bacterias (1 L por separado) en este medio, para asi obtener suficientes células para la
preparacion de membranas.

En la tabla 4, observamos que se obtuvo mas cantidad de biomasa en el medio con glicerol, esto
concuerda con lo reportado por Mukherjee y Das 2005, que evaluaron el efecto de diferentes
fuentes de carbono durante el crecimiento y la produccién de biosurfactantes en cepas de B.

subtilis DM3 y DM4, y vieron mayor produccion de biomasa en el medio con glicerol.
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Estos datos comprueban que el metabolismo de la bacteria difiere en las tres fuentes de
carbono y en las hrs de crecimiento del cultivo. En primer lugar, tenemos un crecimiento
similar de la bacteria con los medios succinato y glicerol, sin embargo, con acetato la
cantidad de biomasa es menor en los tres tiempos medidos comparada con succinato y

glicerol.

Tabla 4. Cantidad de células obtenidas en las diferentes fuentes de carbono. Promedio de dos extracciones diferentes.

5 hrs 9 hrs 23 hrs
Fuentes de Succinato  Acetato  Glicerol Succinato Acetato Glicerol Succinato Acetato Glicerol
carbono
Peso
humedo 5.53 2.82 5.62 7.42 3.82 7.72 14.22 12.93 17.79

(griL)

3. Cantidad de proteina de membrana.

Se realizaron dos métodos de cuantificacién de proteina con el fin de comparar los valores de
concentracion de proteina obtenida por ambos métodos. Para cada una de las muestras se
obtuvieron cuantificaciones de proteina similares por ambos métodos (tabla 5), de esta manera
corroboramos que nuestras determinaciones son correctas. La concentracién de proteina de
membrana en las tres fuentes de carbono aumenté conforme a las horas de crecimiento. En los
medios con succinato y glicerol las concentraciones de proteina obtenida por los dos métodos
fueron similares. Los resultados obtenidos fueron los esperados ya que la cantidad de proteina
fue aumentando conforme las horas de crecimiento, aunque en el medio con acetato la cantidad
de proteina fue similar a las 5y 9 hrs de crecimiento y hasta las 23 hrs donde ya se presenté un
aumento en la concentracion. En las membranas con acetato, se obtuvo una diferencia
significativa en la cantidad de proteina de membrana comparada con succinatoy glicerol a las 5
y 9 hrs, mientras que a las 23 hrs hubo una mayor diferencia significativa con las membranas con

succinato, (Tabla 5).
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Tabla 5. Concentracion de proteina determinada por los dos métodos espectrofotométricos (Lowry, U.V.) y proteina total (mg) de
membrana en 1L de cultivo. Datos promedio de dos extracciones independientes.

5 hrs 9 hrs 23 hrs
Fuentes de
carbono Succinato  Acetato  Glicerol  Succinato  Acetato  Glicerol ~ Succinato  Acetato  Glicerol
Volumen total
(ml de 5.5 5 7 5 5.5 5.5 7 6.5 5.5
Membranas)
Lowry 5.66 5.07 5.53 10.01 4.29 6.58 16.71 9.21 10.30
Proteina
(mg/ml)
6.79 5.53 6.70 8.33 5.26 9.33 15.08 9.74 15.67
Proteina
(mg totales) 33.51 26.53 41.51 40.16 26.32 44.89 111.27 63.26 70.38

4. Espectros de absorcion de las membranas aisladas y concentracion de citocromos.

A través de los espectros de absorcion de las membranas de B. subtilis, se determiné el tipo y la
cantidad de citocromos presentes durante el desarrollo de la bacteria en las tres fuentes de
carbono. Los espectros de absorcion de las membranas obtenidas se muestran por fuente de
carbono y el tiempo de crecimiento para asi apreciar las diferencias que se encontraron en los

citocromos los cuales son componentes esenciales de la cadena respiratoria de B. subtilis.

Enla figura 11 se muestranlos espectros de absorcion diferenciales (reducido conditionita menos
oxidado) en un intervalo de 500 a 650 nm de longitud de onda, los citocromos presentes en las
membranas se identificaron por las longitudes de onda de cada uno de ellos (entre paréntesis):
cit ¢ (550 nm), cit b (560 nm), cit a (600 nm) y cit d (628 nm), (Henning y cols.,1995; Azarkina y

cols.,1999).

En la tabla 6 se muestran las longitudes de onda para cada tipo de citocromoy la tabla 7 muestra

las concentraciones de cada citocromo por fuente de carbono y tiempo de crecimiento.
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Tabla 6. Longitud de onda de los picos de los citocromos observados en los espectros de absorcion para cada tipo de membrana alos 3
diferentes tiempos de crecimiento. ND: No Detectado.
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Figura 11. Espectros de absorcidondiferenciales (reducido con ditionita menos oxidado) de las membranas aisladas en el
rango de 500 a 650 nm de longitud de onda. Se utilizaron2 mg de proteina de las membranas para cadaunade las
muestras. Los picos de los citocromos fueron los siguientes: c (550nm), b (560nm), a (600nm)y d (628nm)(Henning et

al.,1995; Azarkinaet al.,1999).
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Con succinato, la concentracién y altura de los picos de los citocromos by a fue mayor a las 9
hrs, y la concentracion del citocromo ¢ fue mayor a las 23 hrs. Durante las 5 hrs se detecto la
presencia de un citocromo d(Tabla 6, Figura 7). En el medio con acetato la altura de los picos de
los citocromos cy b fue mayor a las 23 hrs, al igual que la concentracion de los citocromos ¢, by
a. A las 9 hrs hubo mayor concentracion de citocromos by a en las membranas con acetato. En
estas membranas no se detectd la presencia del citocromo tipo d. Finalmente en el medio con
glicerol observamos mayor concentracién de los citocromos ¢, by d a las 9 hrs (Tabla 7, Figura

11).

Los citocromos tipo ¢ fueron los mas notables en las membranas con glicerol y acetato a las 5
hrs de crecimiento a 551 nm de longitud de onda (Figura 11). En las membranas con succinato,
el pico del citocromo ¢ se encontrdé a 554 nm, caracteristico del citocromo ¢ del complejo bsc
(Figura 11, Tabla 6), reportado por de Vrij, Wy cols., (1987). La concentracion de citocromo ¢ fue
similar en los medios con succinatoy glicerol, pero fue tres veces mayor en el medio con acetato
(Tabla 7). Por otra parte, también se detecto la presencia del citocromo tipo b en las membranas
crecidas a 5 hrs, con succinato un pico a 557 nm y con glicerol a 558 nmy para las membranas
con acetato el pico se detecté a 553 nm (Figura 8, Tabla 5). Estos citocromos pueden ser el
citocromo b2 del complejo SDH, y citocromo b1 del mismo complejo, o del citocromo b del complejo
bec (reportado por Hagerhall, C y cols., 1992; de Vrij, Wy cols., 1987). Henning, W y cols., (1995)
reportan el pico del citocromo a en 600 nm corresponde a la citocromo oxidasa aas. En las
membranas crecidas a 5 hrs con succinato y glicerol el pico lo encontramos a 600 nm, mientras

que con las membranas con acetato lo encontramos cercano a 600 nm (Figura 8).

En la tabla 7, podemos observar que las concentraciones de los citocromos by a crecidas a5 hrs
son mayores en las membranas con glicerol y la concentracion mas baja la presentaron las

membranas con succinato. Cabe sefialar que a este tiempo encontramos también la presencia
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del citocromo d a 628 nm en las membranas con succinatoy glicerol, identificado comola oxidasa

bd (Azarkina, Ny cols., 1999).

A las 9 hrs, se observé un aumento en la concentracion de los citocromos ¢, by a en las tres
fuentes de carbono (Tabla 7). La concentracidon mas alta del citocromo ¢ se obtuvo en las
membranas con succinato, encontramos el pico a 551 nm, correspondiente al citocromo c-ss1
(cccB) que es una lipoproteina, cuya funcion se ha sugerido que es un sustrato de un citocromo
¢ oxidasa alterna y distinta al tipo caas (von Wachenfeldt y Hederstedt, 2002; Kay y cols., 1997).
Por otro lado, en las membranas con acetato y glicerol el pico lo encontramos a 554 nm (Figura
11, Tabla 6) perteneciente a QcrC, subunidad del complejo bsc (von Wachenfeldt y Hederstedt,
2002; de Vrij, W y cols., 1987). El citocromo tipo b en las membranas con succinato y acetato lo
encontramos cercano a 558 nm atribuible a la SDH, la concentracion mas alta de este citocromo
se obtuvo en las membranas con acetato (Tabla 7). En las membranas crecidas con glicerol se
identificd un citocromo tipo b a 560 nm que puede ser atribuido al citocromo b de la oxidasa
terminal tipo bd; ya que en estas membranas se observd un pico a 627 nm que puede ser el
citocromo d de la oxidasa terminal bd (Azarkina, Ny cols., 1999). La concentracion del citocromo
a fue similar en las membranas con succinato y acetato y menor en las membranas con glicerol.
En las tres fuentes de carbono el pico del citocromo a se encontré a 600 nm (Tabla 6, Figura 11).
Conforme la bacteria va entrando a la fase estacionaria podemos ver aumento de la
concentracion de los citocromos en cada fuente de carbono. En las tres fuentes de carbono
encontramos el citocromo ¢ a 550 nm correspondiente al citocromo caas (Tabla 6), sin embargo,
la concentracion fue mas alta con acetato seguido del medio con succinato y finalmente glicerol
(Tabla 7). Este ultimo medio presentd menor concentracion de citocromocy b a las 23 hrs con
respecto a las concentraciones obtenidas a las 9 hrs (Tabla 7). Los citocromos b se encontraron
a 558 nm en las tres fuentes de carbono (Tabla 6), nuevamente atribuible a la SDH, la

concentracion mas alta de este citocromo fue con acetato. Esto puede deberse a que el acetato
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puede ser regulado mediante la via acetil-CoA sintetasa para la interconversion de acetato a
acetil-CoA e incorporarse al ciclo de Krebs para poder reducir a la SDH en la cadena respiratoria
(Grundy y cols., 1993).

A las 23 hrs encontramos al citocromo a a 600 nm en las tres fuentes de carbono (Tabla 6).
Debido a que no encontramos los mismos picos de absorciéon en las membranas, estos datos nos
sugieren que la expresién de los citocromos se adapta a las horas de crecimiento y las fuentes

de carbono.

Tabla 7. Concentracion relativa de citocromos expresados en nmoles de citimg de proteina. Datos promedio de dos extracciones
independientes. ND: No Detectado.

5 hrs 9 hrs 23 hrs
Fuentes de Succinato  Acetato Glicerol Succinato Acetato Glicerol Succinato  Acetato Glicerol
carbono
Cit ¢ 0.218 0.600 0.220 0.910 0.780 0.605 1.150 1.510 0.575
nmoles Cit b 0.255 0.430 0.530 0.759 1.115 0.730 0.933 1.510 0.635
de
cit/mg
proteina Cit a 0.096 0.140 0.240 0.405 0.445 0.270 0.546 0.740 0.370
Cit d 0.017 ND 0.148 ND ND 0.130 ND ND ND

Se obtuvo el cociente de hemos con los datos de la tabla 6 con el fin de obtener las proporciones
de citocromos y ver qué complejos respiratorios podrian estar presentes en cada una de las

membranas en los tres tiempos de crecimiento (Tabla 7).

Tabla 8.Cociente de hemos, calculados a partir de los nmoles/img de proteina obtenidos en los citocromos. ND: No Detectado.

5 hrs 9 hrs 23 hrs
Fuentes de

carbono Succinato  Acetato  Glicerol  Succinato  Acetato  Glicerol  Succinato  Acetato  Glicerol

b:c 1.16 0.71 2.40 0.83 1.42 1.20 0.81 1.00 1.10
Cociente
de a:c 0.43 0.23 1.09 0.44 0.57 0.44 0.47 0.49 0.64
hemos

b:a 2.65 3.07 2.20 1.87 2.50 2.70 1.70 2.04 1.71
b:d 15 ND 3.58 ND ND 5.61 ND ND ND

34

—
| —



Barrientos-Miranda

Podemos observar que en las membranas crecidas a 5 hrs la proporcion de b:c fue >1 en las

membranas con glicerol y <1 en las membranas con acetato (Tabla 8). La relacién b:c nos sugiere

la presencia de los complejos bsc y SDH (Hagerhall y cols., 1992; Yu y cols.,1995)

Por otro lado, los picos alfa de los citocromos alas 5 hrs de crecimiento son diferentes en las tres
fuentes de carbono. El pico mas alto de los citocromos ¢ y b se presenta en las membranas
crecidas con glicerol, a continuacién, las membranas con succinato y finalmente acetato, mismos
que se mantienen a las 9 hrs de crecimiento (Figura 11). La relacién de hemos (b:c) a las 9 hrs
de crecimiento la proporcién fue ligeramente mas alta en las membranas con acetato comparada
con glicerol y succinato. A las 23 hrs de crecimiento en las tres fuentes de carbono los picos de
los citocromos son diferentes (Figura 11), sin embargo, la proporcion de b:c se mantuvo en las
membranas con succinato y disminuy6 ligeramente en las membranas con acetato y glicerol
(Tabla 8). Enla misma, podemos observar que la proporcion de a:c se mantuvo constante en casi
todas las membranas en las tres hrs de crecimiento, excepto por las membranas con glicerol a
las 5 hrs en donde se presenta la mayor proporcion de a:c indicativos de la presencia del complejo

caas(Henning, Wy cols., 1995).

La proporcion de hemos b:a nos podria indicar la presencia del complejo SDH (Hagerhall, C y
cols., 1992), y de las quinol oxidasas aas, bdy bb. Comose puede ver en la tabla 8, la proporcion
de hemos b:a fue mayor en todas las membranas comparadacon b:cy a:c. Durante el crecimiento
a las 5 hrs, la proporcién de b:a fue mayor en las membranas con acetato, luego succinato y
finalmente glicerol. Enlas membranas con succinato y glicerol encontramos un pico de absorcion
a 628 nm atribuible a la quinol oxidasa bd, con la proporcion mas alta de b:d en las membranas
con succinato comparado con glicerol; en estas ultimas membranas observamos que el pico a
628 nm se mantuvo hasta las 9 hrs de crecimiento (Figura 11, Tabla 6). Esta informacién puede

ser comparable al trabajo realizado por Azarkina, Ny cols., (1999), donde encuentran a la quinol
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oxidasa bdy bb en la mutante LUH27 de B. subtilis (que carece de la citocromo oxidasa caasy

la quinol oxidasa aas) crecida con glucosa como fuente de carbono.

5. Actividad de los complejos respiratorios por espectrofotometria.
5.1Complejo NADH-DH II.

El complejo NADH deshidrogenasa es un componente clave en la cadena respiratoria, ya que es
la primera enzima de la misma. El NADH se oxida por dos enzimas alternativas, NADH: quinol
oxidoreductasa, que transloca protones y conserva la energia redox en un gradiente de protones
y NADH deshidrogenasa tipo I, la cual no transloca protones. La NADH deshidrogenasa es
regulada de manera diferente a partir de las enzimas del ciclo de Krebs (Molenaar y cols., 2000).
En crecimiento con fuentes de carbono, el NADH es el donador de electrones mas importante
para la cadena respiratoria (Gyan y cols., 2006; Bongaerts et al., 1995); sin embargo, se ha visto
que, en bacterias crecidas con diferentes fuentes de carbono, la regulacion del complejo NADH-
DH Il es diferente de acuerdo a las fuentes de carbono utilizadas por la bacteria (Sakurai y cols.,

2011; Bongaerts et al., 1995).

Conforme la bacteria va creciendo, la actividad de NADH-DH Il va aumentando en las membranas
con succinatoy glicerol, sin embargo, en las membranas con acetato la actividad es similar a las
5y 23 hrs, con una disminucion ligera a las 9 hrs (Tabla 9, Figura 12). A este respecto,
encontramos datos comparables al nivel de expresion de gen de la enzima, de Acetobacter aceti
en donde la expresiéon del gen ndh para el complejo NADH-DH |l fue menor con acetato como

fuente de carbono en comparacion con glucosa (Sakurai y cols., 2011).

La actividad del complejo NADH-DH Il (Figura 12), a las 5 hrs de crecimiento fue mayor en las
membranas con glicerol seguido de las membranas con succinato y finalmente acetato. En las
membranas crecidas a 5 hrs con los medios succinato y glicerol se presentaron diferencias

significativas (p< 0.01).
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La actividad de la NADH-DH Il a las 9 hrs fue significativamente diferente en las tres fuentes de
carbono. Al entrar a la fase estacionaria, la actividad fue mayor en las membranas con succinato
(Tabla 9, Figura 12). A las 23 hrs del cultivo, se observaron diferencias significativas de la
actividad de NADH-DH Il entre las tres fuentes de carbono, por lo que podriamos decir que la
enzima va adquiriendo adaptacion, principalmente en las membranas con succinato (Figura 12).
Esto es comparable con el crecimiento aerdbico de la bacteria E. coli con succinato, acetato y
glucosa, en donde los equivalentes reductores como NADH, son suministrados a la cadena

respiratoria, suponiendo una completa oxidacion de los sustratos utilizados (Bongaerts et al.,

1995).

Tabla 9. Actividad del complejo NADH-DH Il en Bacillus subtilis en las diferentes fuentes de carbono en los tres tiempos de crecimiento.

Actividad de la enzima NADH-DH II

Fuente de carbono (nmol de DCPIP red min"" mg™ proteina)
5 hrs. 9 hrs. 23 hrs.
Succinato 36.56+1.70 (n=6)  53.85+2.63 (n=6) 130.8+3.42 (n=6)
Acetato 35.3045.09 (n=6)  24.82+1.76 (n=6)  36.27+1.60 (n=6)
Glicerol 49.40+5.08 (n=8)  76.49+3.48 (n=6)  73.42+0.97 (n=6)

Complejo NADH-DH Il

150 -
o
_.i -I- [ Succinato
E 100- [ Acetato
° [ Glicerol
o
o
(&)
0 50-
[<}]
o
£
c

0- -
5 9 23

Tiempo de crecimiento (hrs)

Figura12. Actividad del complejo NADH-DH Il expresada ennmoles de DCPIP red min' mg™ enlas tres fuentes de carbono
a los tres tiempos de crecimiento. Datos de dos extracciones independientes, tres mediciones para cada extraccion.

37

—
| —



Barrientos-Miranda

En un estudio realizado por Molenaaer y cols., (2000), en la bacteria Corynebacterium
glutamicum, durante crecimiento exponencial en diversas fuentes de carbono, se encontré que la
actividad de la NADH-DH Il puede estar relacionada con el grado de reduccion del sustrato. En
este caso la actividad mas alta se encontr6 en las células crecidas con manitol y una oxidacion
completa de este sustrato genera un equivalente reductor extra de NADH en comparacion a la
oxidacién de la glucosa o acetato, donde la actividad es mas baja. Este efecto generado en las
diferentes fuentes de carbono en la actividad de la enzima en C. glutamicum puede estar
ocurriendo en nuestras membranas crecidas a 23 hrs ya que la actividad mas alta se presento en
las membranas crecidas con succinato generando un equivalente reductor extra de NADH (en la
glucdlisis) en comparacion a las membranas con glicerol y acetato. Lo que también podria estar
ocurriendo a las 9 y 5 hrs en las membranas con glicerol donde la actividad es mas alta

comparada con succinato y acetato (Tabla 9, Figura 12).

5.2. Complejo SDH.

En el articulo de Park y cols., (1995), se menciona que a partir de mediciones de la actividad
enzimatica de SDH en células crecidas bajo diferentes condiciones, se presentan niveles
elevados de la enzima en condiciones aerdbicas con glucosa como fuente de carbono. Esto
concuerda con nuestros resultados, ya que nuestras condiciones de crecimiento fueron
aerodbicas, aunque no utilizamos glucosa como fuente de carbono encontramos un aumento
considerable de la actividad de la enzima en nuestras fuentes de carbono. Sin embargo,
observamos que la actividad del complejo SDH fue menor en las membranas con glicerol y mayor
en las membranas con acetato (Figura 13). Por lo tanto, suponemos que hay una preferencia por

la fuente de carbono utilizada.
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A diferencia de la actividad de la NADH-DH I, la actividad del complejo SDH fue mayor en las
membranas con acetato en los tres tiempos de crecimiento (Tabla 10, Figura 13). El acetato se
incorporo al ciclo de Krebs a través de la acetil-CoA sintetasa para la interconversion de acetato
a acetil-CoAy llegar al succinato através del ciclo de Krebs, generando tres moléculas de NADH.
A las 5 hrs de crecimiento la actividad fue similar en las membranas con succinato y glicerol, sin
embargo, en esta ultima fuente de carbono la actividad disminuyé a las 9 hrs de crecimiento,
mientras que en las membranas con succinato y acetato hay un aumento de mas del 50 % en la

actividad (Tabla 10).

Tabla 10. Actividad del complejo SDH en Bacillus subtilis en las diferentes fuentes de carbono en los tres tiempos de crecimiento.

Actividad dela enzima SDH

Fuente de carbono (nmol de DCPIP red min"" mg™ proteina)
5 hrs. 9 hrs. 23 hrs.
Succinato 37.1124.16 (n=6)  67.2240.64 (n=6)  234.4+15.64 (n=6)
Acetato 89.92+5.83 (n=6)  220.7+10.69 (n=6)  281.7+21.79 (n=6)
Glicerol 22.05£2.12 (n=6)  13.98+1.18 (n=6)  40.43%1.11 (n=6)

Complejo SDH
400-

350+ [ Succinato

300+ [ Acetato
250 -

_} -I- [ Glicerol
200 -

150 -
100 4

. E‘I|j|:1 Ol= Lo

5 9 23

nmol de DCPIP red
min' mg”

Tiempo de crecimiento (hrs)

Figura 13. Actividad del complejo SDH expresada en nmoles de DCPIP red min! mgen las tres fuentes de
carbono a los tres tiempos de crecimiento. Datos de dos extracciones independientes, tres mediciones para
cada extraccion.
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A partir de las 5y 9 hrs de crecimiento se pueden apreciar diferencias significativas entre las
membranas de bacterias crecidas con acetato contra succinato y glicerol. Al entrar a la fase
estacionaria la actividad de las membranas con succinato aumenté de manera similar a las
membranas con acetato, sin embargo, en las membranas con glicerol la actividad aument6 con
respecto a los tiempos anteriores, pero siguié siendo mas baja que las otras dos fuentes de

carbono (Tabla 10, Figura 13).

Retomando los espectros de absorcién la proporcion de b:a fue mayor en las membranas con
acetato, luego succinato y finalmente glicerol, lo que concuerda con la actividad del complejo

SDH, y presenté la misma tendencia a 9 y 23 hrs de crecimiento.

A nivel de regulacién de la expresion del operon sdhCDAB de la succinato deshidrogenasa de E.
coli, Park y cols., (1995) midieron la actividad de la expresion de sdhC-lacZ en células crecidas
aerobica y anaerdbicamente con diferentes fuentes de carbono. La mayor expresion se obtuvo
en la cepa WT en condiciones aerdbicas en el medio con acetato, seguido de fumarato y una
disminucion de la expresion de sdhC-lacZ en los medios con succinato y glicerol siendo iguales
los valores. Estos datos son parecidos a los obtenidos por nosotros, la actividad de la SDH fue
mayor con acetato seguido de succinatoy finalmente glicerol en los tres tiempos de crecimiento

(Figura 13).
5.3. Complejo bsc.

En este trabajo, observamos que el complejo bsc, presentd una actividad baja comparandola con
la actividad de los complejos NADH-DH Il y SHD (Tablas 9 y 10). A las 5 hrs de crecimiento se
mostré una actividad similar en las tres fuentes de carbono habiendo diferencias significativas
(P<0.005) en los medios de acetato y glicerol (Figura 14). Durante el crecimiento exponencial (9
hrs) la actividad se incremento al doble, sin diferencias significativas entre las tres fuentes de

carbono. A las 23 hrs de crecimiento si se obtuvieron diferencias significativas entre fuentes de
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carbono. La actividad aumentoé en las membranas de glicerol y acetato, siendo este ultimo el de

mayor actividad (Figura 14). Por otro lado, en las membranas con succinato se obtuvo la misma

actividad a las 9 y 23 hrs de crecimiento (Figura 14).

Tabla 11. Actividad del complejo bec en Bacillus subtilis en las diferentes fuentes de carbono en los tres tiempos de crecimiento.

Fuente de carbono

Succinato
Acetato

Glicerol

Actividad de la enzima bec
(nmol de Citocromo ¢ red min™ mg™' proteina)

5 hrs.
3.2310.14 (n=6)

9 hrs.
9.21+0.89 (n=6)

23 hrs.
9.32+0.53 (n=6)

3.61£0.10 (n=6)  8.88+0.88 (n=6)  12.43:0.82 (n=6)

2.68+0.14 (n=6)  7.38+0.61 (n=6)  9.53:0.29 (n=6)

Complejo bge

20

154

10+

nmol de cit ¢ reducido
min”' mg™

DDE

[ Succinato
] Acetato
3 Glicerol

5

9 23

Tiempo de crecimiento (hrs)

Figura14. Actividad del complejo bsc enlas tresfuentes de carbono alos tres tiempos de crecimiento. Actividad
expresada ennmoles de citocromo ¢ red min™ mg'1. Datos de dos extracciones independientes. Tres mediciones para cada

extraccion.

Para medir la actividad del complejo bsc utilizamos como sustrato DBH2 (Decil ubiquinol). Este

sustratose utiliza para medirla actividad del complejo bc en mitocondrias de levadura (Gutierrez-

Cirlos y Trumpower, 2002). Sin embargo, para B. subtilis no es el sustrato adecuado ya que el
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DBHz es una benzoquinona y no una naftoquinona. La actividad del complejo de levadura es

alrededor de 150 nmol de citocromo ¢ red min"' mg' (datos obtenidos en el laboratorio).

En nuestro laboratorio se han realizado estudios para encontrar un buen sustrato para medir la
actividad de complejo bsc utilizando diferentes naftoquinonas sintéticas realizando una
comparacion contra el DBHz. Hasta el momento se encontraron dos naftoquinonas: Juglona y
Naftazarina que lograron estimular la actividad del complejo bc (Garcia, 2010). Se sugiere

utilizarlas para continuar con estos estudios.

5.4. Complejo caas

La citocromo c oxidasa cataliza la reduccion del oxigeno molecular en una transferencia de cuatro
electrones y cuatro protones en una reaccion paso a paso para utilizar la energia libre de esta
reaccion y generar un gradiente de protones a través de la membrana (H. Richter y Ludwing,

2009).

La citocromo oxidasa caas de B. subtilis pertenece a la super familia citocromo oxidasa. La
diferencia clave en el citocromo caasradica en la adicion de un dominio, homdlogo al
citocromo ¢ mitocondrial, que se fusiona con el extremo C-terminal de su subunidad I

(Assempoury cols., 1998).

Durante la fase de crecimiento logaritmico (5 hrs) la actividad del complejo caasfue nula en las
tres fuentes de carbono (), al medir la actividad enzimatica no se observd pendiente
representativa de la actividad de la enzima. Conforme va creciendo el cultivo (9 hrs), se observo
mayor actividad enlas membranas con succinato, no asi en las membranas con acetato y glicerol
(Tabla 12, Figura 15). Y finalmente en la fase estacionaria (23 hrs), se presenté una mayor
actividad en las membranas con succinato y acetato sin diferencias significativas entre ambas.
En cambio, en las membranas con glicerol la actividad permanecié baja, pero aumenté 50% con

respecto a lo obtenido a las 9 hrs (Tabla 12).
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Tabla 12. Actividad del complejo caas en Bacillus subtilis en las diferentes fuentes de carbono en los tres tiempos de crecimiento.

Actividad de la enzima caas

Fuente de carbono (nmol de Citocromo ¢ red min™ mg™' proteina)
5 hrs. 9 hrs. 23 hrs.
Succinato 0.33%0.06 (n=6) 8.2810.48 (n=6) 23.73+0.99 (n=6)
Acetato 0.30£0.10 (n=6) 2.7540.27 (n=6) 23.10+1.45 (n=6)
Glicerol 0.23%0.03 (n=6) 1.76£0.22 (n=6) 3.730.34 (n=6)

Complejo caa;

30-
S 25 {_ 1 Succinato
'.,E;— 20- [ Acetato
8 g’ [ Glicerol
= 15-
o £
g E 10-
2

0- el —— EE e ﬁ

5 9 23

Tiempo de crecimiento (hrs)

Figura 15. Actividad del complejo caas enlas tres fuentes de carbonoa los tres tiempos de crecimiento. Actividad
expresada ennmoles de citocromo ¢ red min™ mg'1. Datos de dos extracciones independientes. Tres mediciones para cada
extraccion.

Cabe la posibilidad de que otras oxidasas terminales se estén expresando enlas membranas con
glicerol en los tres tiempos de crecimiento. Debido a la presencia del citocromo d en las
membranas con succinato y glicerol 5y 9 hrs y un pequefo hombro a las 23hrs (Tabla 12, Figura
15), podemos intuir que se esté expresando la quinol oxidasa tipo bd mas que la caas, debido a
que hay mas proporcién de citocromos b:d sobre a:c (Tabla 12). Por lo tanto, podriamos decir
que succinatoy glicerol comofuentes de carbono favorecen mas la expresion de la quinol oxidasa
bd que del citocromooxidasa caas. Estos resultados son interesantes pues no hemos encontrado

trabajos en donde se documente la expresion de esta quinol oxidasa utilizando otras fuentes de
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carbono, ya que los reportes que hay utilizan glucosa como fuente de carbono (Winstedy cols.,

1998; Azarkina, N y cols., 1999).

Finalmente apreciamos una mayor actividad del complejo a partir de las 9 hrs y 23 hrs de
crecimiento en las membranas con succinato y en las membranas con acetato a las 23 hrs. Las
actividades fueron similares en ambas fuentes de carbono, lo que concordd con los espectros de
absorcion ya que la proporcion de a:c es similar en ambas (Tabla 12, Figura 15). Estos datos
concuerdan con lo reportado por Henning y cols., (1995), donde purifican al citocromo oxidasa
caas y aas en membranas de B. subtilis utilizando succinato como fuente de carbono. Lo
interesante es que la actividad con succinato y acetato fueron iguales, pensamos que esto puede

deberse a que ambos sustratos provienen de ciclo de Krebs.

6. Actividad de Succinato y Ascorbato-TMPD Oxidasas.

Como se menciond, la cadena transportadora de electrones de B. subtilis tiene dos ramas de
acarreadores de los electrones: una con la citocromo oxidasa caas y otra con quinol oxidasas
(aas, bd’ y la bb’) como aceptores terminales de electrones (Winstedt y von Wachenfeldt, 2000;

Arzakina y cols., 1999).

En este trabajo se evalud la actividad de las oxidasas terminales utilizando como sustratos
Succinato + Menadiona (Analogo de la menaquinona y precursor de la biosintesis de la
menaquinona) y Ascorbato TMPD como donador artificial de electrones para la citocromo caas, e
inhibidores como el azida de sodio para la caas y el cianuro que se une al citocromo as y al

citocromo c del citocromo caas.

6.1. Succinato-Oxidasa.

En el ensayo con succinato+menadiona se observé aumento en el consumo de oxigeno en las
membranas con acetato a las tres horas de crecimiento del cultivo, la mayor actividad se obtuvo

a las 9 hrs, algo similar ocurre en las membranas con succinato donde el consumo de oxigeno
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fue menor (alrededor del 50% mas bajo) en las tres etapas de crecimiento comparado con las
membranas con acetato, y de igual manera el mayor consumo se presento durante las 9 hrs de
crecimiento (Tabla 13, Figura 16). Por otro lado, en las membranas con glicerol observamos que
el consumo de oxigeno fue bajo, no habiendo diferencias significativas entre las 9y 23 hrs de

crecimiento.

Estos resultados son similares a lo que obtuvimos en las mediciones del complejo SDH por
espectrofotometria (Figura 13), con la misma tendencia en las fuentes de carbono siendo mayor

acetato>succinato y >glicerol.

Tabla 13. Actividad de Succinato-Oxidasa de Bacillus subtilis en las diferentes fuentes de carbono en los tres tiempos de crecimiento.

nmol O, min""'mg™' de proteina

Condiciones 5 hrs 9 hrs 23 hrs
del ensayo
succinato acetato glicerol succinato acetato glicerol succinato acetato glicerol
Succinato + 10.23+1.17 23.85+2.09 5.76+1.75 18.74+0.41 45.4646.63 7.81+2.22 14.1542.77 32.85¢5.24 7.96+0.68
menadiona
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Azida de 7.64£2.13 21.16£2.82 3.05£1.03 15.8+1.30 45.67+4.80 6.68+1.24 11.2642.65 27.615.85 6.560.82
sodio
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Cianuro 12.55+1.49 29.19+4.34 5.71+0.66 17.16+0.98 41.36+2.59 9.77+2.93 11.48+1.84 29.30+4.29 6.77+1.18
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Bisschop y Konings, (1976), midieron la actividad de la NADH y SDH deshidrogenasas con y sin
menadiona en la bacteria B. subtilis AroD deficiente de menaquinona y B. subtilis W23, en ambas
bacterias observaron que tanto el consumo de oxigeno de la NADH y SDH deshidrogenasas se
ve estimulado al agregar Menadiona. La actividad de la NADH oxidasa fue mayor (1632 nmol O2
min'mg™* de proteina) a la SDH (49 nmol Oz min"" mg™ de proteina). Este ultimo valor coincide
con lo que obtuvimos en las membranas con acetato al agregar Succinato+Menadiona (45 nmol
O2 min"" mg™ de proteina) a las 9 hrs de crecimiento. Bisschop y Konings, (1976), realizaron las
mediciones de las membranas en fase logaritmica, utilizando D-L-malato como fuente de

carbono.

45

—
| —



Barrientos-Miranda

Succinato Oxidasa

60 [ Succinato
[ Acetato
[ Glicerol

- w0
o o
—t
=

(]
(=]

nmoles de O, min 1 mg 1 proteina
8
——
[
——

104

AfllUla UUOULALL

Azida de sodio|

JO0dauUn

Succ-Mena+
Azida de sodic

o

Succinato-
Menzdiona

+ i Suce-Menat
Cianuro Menadiona

Azida de sodio|

inato
Cianuroc Menadiona Cianuro

Shrs. 9 hrs. 23 hrs.

Figura16. Actividad de la Succinato-Oxidasa enlas tresfuentes de carbono alos tres tiempos de crecimiento, expresada
ennmoles de O;min" mg™. Datos de dos extracciones independientes. Tres mediciones para cada extraccion.

En la figura 16 vemos que la actividad de succinato oxidasa resulté mas alta en la mayoria de los
casos con cianuro comparado con azida de sodio. En las membranas con acetato observamos
mayor actividad en los tres tiempos de crecimiento. Al usar estos dos inhibidores vemos que con
azida de sodio hay una ligera inhibicién en casi todas las membranas, excepto en acetato 9 hrs

en donde se presento la Unica inhibicion con cianuro (Tabla 13, Figura 16).

Finalmente, a las 23 hrs de crecimiento el consumo de oxigeno disminuyd en las membranas con
succinato y acetato comparado con las 9 hrs de crecimiento, aunque de nuevo, las membranas

con acetato son las que siguen tuvieron mayor consumo de oxigeno comparado con succinatoy

glicerol (Tabla 12).

Con estos resultados podemos ver la existencia de otras oxidasas terminales en las membranas
aisladas. Si comparamos lo observado en los espectros de absorcién podriamos decir que en las
membranas con succinatoy glicerol se estén expresando la quinol oxidasa tipo bdy posiblemente
la bb’ ya que en estas membranas encontramos el pico del cit d. Se ha reportado la quinol oxidasa

tipo bd en E. coli crecida con glucosa, P. aeruginosa crecida con succinato y G. oxydans como
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insensible al cianuro, lo cual concuerda con nuestros resultados (Miura y cols.,2013; Cunningham

y cols., 1997),

Cabe destacar que el mayor consumo de oxigeno en los tres tiempos de crecimiento se obtuvo
con las membranas con acetato, aunque en estas membranas no observamos la presencia del

cit d por lo que pensamos que la quinol oxidasa tipo bb’ pueda estarse expresando.
6.2. Ascorbato-TMPD Oxidasa.

El citocromo oxidasa caas utiliza TMPD eficientemente como donador artificial de electrones y
todo el flujo en este ensayo es acarreado por el citocromo ¢ enddgeno, una vez reducido por el

Ascorbato, (Henning y cols., 1995).

En este ensayo pudimos observar que durante las 5 hrs de crecimiento la velocidad de consumo
de oxigeno fue baja, a partir de las 9 hrs de crecimiento aumento la velocidad del consumo de
oxigeno en las tres fuentes, pero en mayor medida en las membranas con succinato y para
acetato y glicerol la velocidad fue similar (Tabla 13). A las 23 hrs el consumode oxigeno aumenté
en las membranas con succinato y acetato siendo mayor en esta ultima fuente de carbono,

mientras en las membranas con glicerol no hubo aumento en el consumo de oxigeno (Figura 17).

Tabla 13. Actividad de Ascorbato-TMPD Oxidasa de Bacillus subtilis en las diferentes fuentes de carbono enlos tres tiempos de
crecimiento.

nmol O, min""mg™" de proteina
Condiciones 5 hrs 9 hrs 23 hrs
del ensayo
Succinato Acetato Glicerol Succinato Acetato Glicerol Succinato Acetato Glicerol
Ascorbato- 5.03+0.97 5.19+0.74 4.22+0.94 16.07+3.29 9.05+2.83 8.90+1.28 23.05+3.18 36.213.02 8.13+0.87
TMPD (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Azida de 5.25+0.78 5.34+0.84 4.47+0.99 12.83+2.02 7.59+2.55 9.46+1.39 18.28+1.93 22.68+2.12 6.69+1.33
sodio (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Cianuro 14.74+1.37 17.8445.33 10.61+1.87 14.69+1.91 21.75+4.15 24.92432 17.49+1.30 27.88+1.58 14.29+2.4
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
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Figura 17. Actividad de la Ascorbato-TMPD Oxidasa en las tres fuentes de carbono a los tres tiempos de crecimiento,
expresadaennmoles de O; min™ mg™'. Datos de dos extracciones independientes. Tres mediciones para cada extraccion.

Estos resultados concuerdan con la medicion del hemo a-as por espectrofotometria para las
membranas con glicerol, ya que la concentracion de este citocromo es pequena. Con estos datos
podemos reforzar mas nuestra teoria sobre la presencia de otra quinol oxidasa principalmente la
tipo de bd, y que en estas membranas principalmente hay poca caas, mientras que en acetato y

glicerol hay mas cantidad durante las 23 hrs de crecimiento (Tabla 11, Tabla 13).

Comparado con el ensayo Succinato-Menadiona, en Ascorbato-TMPD vimos que no hay
inhibicién a las 5 hrs de crecimiento con azida de sodio en las tres fuentes de carbono (Tabla 13),
a partir de las 9 hrs ya observamos una ligera inhibicién en las membranas con succinato y
acetato, la cual se mantuvo hasta las 23 hrs de crecimiento. En este tiempo de crecimiento, hubo
una mayor inhibicién en las membranas con acetato comparada con succinato y glicerol. Estos
datos nos indican que en acetato la citocromo caas es la oxidasa predominante lo que concuerda

con los valores de actividad del complejo obtenidos por espectrofotometria (Figura 12).
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Al igual que el ensayo Succinato-Menadiona, en el consumo de oxigeno aumenté al agregar
cianuro incluso fue mayor la pendiente que al agregar Ascorbato-TMPD (Tabla 13). Esto nos
llamé la atencion pues el trabajo realizado por Sousay cols., 2013, encontraron una inhibicion del
100% al agregar cianuro de potasio al medir la actividad con Ascorbato-TMPD. Es posible que
nuestras diferencias se deban a que ellos incubaron las membranas previamente con el inhibidor
durante 10 minutos antes de realizar la medicién del consumo de oxigeno y en nuestro caso
nosotros no realizamos el ensayo de esa manera, ya que nosotros agregamos el inhibidor directo

a las membranas durante la medicién en el oximetro.

Con los resultados vistos hasta el momento, podemos decir que dependiendo de las condiciones
de crecimiento, en particular la naturaleza de los sustratos de carbono, B. subltilis ajusta su
metabolismo energético en el proceso denominado Represion Catabdlica por Carbono; este
proceso en bacterias Gram positivas no parece ser utilizado solo en el control de la expresion de
operones catabdlicos, sino también para coordinar las funciones metabdlicas de la célula en
respuesta a la disponibilidad de los elementos esenciales necesarios para el crecimiento celular

(Monedero y cols., 2001).

En la figura 18, se muestran esquemas representativos de la cadena respiratoria de B. subtilis en
donde se aprecia el comportamiento de los complejos respiratorios con cada una de las fuentes
de carbono, durante los tres tiempos de crecimiento, los valores indicados en flechas representan
la actividad obtenida de los complejos en nmoles de sustrato usado min-'mg' de proteina. Como
se puede ver el metabolismo difiere ampliamente  a partir de la absorcién del sustrato, la
actividad de las membranas con succinato y acetato fueron de manera similar en la mayoria de

los casos. Con glicerol la actividad se redujo significativamente.

La respuesta a la represion catabdlica por carbono en la cadena trasportadora de electrones en

regulacién por varias vias distintas en respuesta a la fuente de carbono se ha reportado en
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mitocondrias de S. cerevisiae encontrando niveles reprimidos de citocromos en células cultivadas

con galactosa (Jin y cols., 2007).

Enzimas que participan en la excrecion de carbono son estimuladas por la presencia de glucosa.
En B. subtilis, enzimas del ciclo de Krebs o proteinas de la cadena respiratoria como la succinato
deshidrogenasa, citocromo csso y css1, y citocromo ¢ oxidasa caas, son reprimidos en presencia
de glucosa (Melin y cols., 1989; Monedero y cols., 2001). Bajo condiciones aerdbicas de
crecimiento, cuando una fuente de carbono rapidamente metabolizable esta presente, la
fosforilacion oxidativa se minimiza bajo las condiciones de represion de la sintesis de enzimas
del ciclo de Krebs y proteinas de la cadena respiratoria, la presencia de carbohidratos
rapidamente metabolizables puede estimular la expresion de genes glucdliticos, obteniendo

suficiente energia de la glucdlisis, (Monedero y cols., 2001).
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7. Modelos de la cadena respiratoria de B. subtilis en las diferentes condiciones de

5 hrs de crecimiento.
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Conclusiones.
Con base en los experimentos realizados, observamos que el desarrollo de B. subtilis depende
de las condiciones de crecimiento, y los nutrientes a los que esté sometida la bacteria, las fuentes

de carbono fueron esenciales para obtener un desarrollo éptimo.

Durante el transcurso de crecimiento de la bacteria vimos un mayor rendimiento de células y
concentracion de proteina en los medios con succinato y glicerol en las tres fases de crecimiento,
siendo acetato la fuente de carbono en la cual se obtuvo menor cantidad de células y por ende

proteina.

En los espectros de absorcién, observamos que la concentracion de citocromos fue variable
dependiendo de la fuente de carbonoy hrs de crecimiento. La mayor concentracién de citocromos
se presentd a las 23 hrs en los medios con succinato y acetato, y a las 9 hrs en el medio con
glicerol, detectando la presencia del citocromo tipo d a las 5 hrs en los medios con succinato y

glicerol y a las 9 hrs en el medio con glicerol.

Al medir la actividad de los complejos respiratorios y actividad de oxidasas, vimos como es que
B. subtilis ajusta su metabolismo dependiendo de la fuente de carbono. En los complejos
respiratorios la actividad de la NADH-DH Il no se encontraron diferencias significativas en las tres
fuentes de carbono a las 5 hrs, durante las 9 y 23 hrs la actividad del complejo fue mayor en los
medios con succinatoy glicerol; para el complejo SDH la actividad mas alta se obtuvo en el medio
con acetato; mientras que en el complejo bsc la actividad fue mayor en los medios con succinato
y acetato durante las 5y 9 hrs de crecimiento y con acetato a las 23 hrs y finalmente la actividad
del complejo caas fue casinula durante las 5 hrs de crecimiento, hasta las 9 hrs se presentd un
incremento de actividad en el medio con succinatoy a las 23 hrs en los medios con succinato y

acetato.
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En cuanto a la actividad de las oxidasas, la Succinato-Oxidasa, incrementé el consumo de
oxigeno al agregar Menadiona como sustrato a las 9 hrs de crecimiento en las tres fuentes de
carbono disparandose en las membranas con acetato, no se observaron inhibiciones
significativas al agregar azida de sodio y cianuro. En la actividad de Ascorbato-TMPD oxidasa el
consumo de oxigeno fue mayor a las 23 hrs con succinato y acetato, en este caso si se observo
una ligera inhibicion con azida de sodio, no asi con cianuro en donde aumento el consumo de
oxigeno. Al no haber una inhibicion significativa en ambos ensayos, podriamos decir que
posiblemente se estén expresando otro tipo de quinol oxidasas comola bd’ y bb’ insensibles a
estos dos inhibidores por lo que seria interesante realizar otro tipo de experimento en el cual se
utilicen otros inhibidores especfificos de las quinol oxidasas tipo bd y bb’ para corroborar si estas
oxidasas terminales se estan expresando en las tres fuentes de carbono, asi como el uso de
mutantes que carezcan de la citocromo oxidasa caas Yy de la quinol oxidasa aascrecidas en las

diferentes fuentes de carbono en los tres tiempos de crecimiento.

Bacillus subtilis se adapta a la fuente de carbono presente. De acuerdo al metabolismo de la
bacteria se observé que el succinato y acetato son las fuentes de energia mas eficientes para la

bacteria.

Perspectivas.

Es necesario analizar estas membranas por medio de electroforesis nativa, para determinar la
asociacion de los complejos respiratorios en las tres fuentes de carbono y a los diferentes tiempos
de crecimiento. Ademas, seria interesante poder realizar estudios a nivel de expresion de genes
mediante un analisis de RNA con estas membranas para asi poder determinar que genes de la

cadena respiratoria se expresan en las diferentes fuentes de carbono.
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