NACIONAL AUT,
TRWERSIDAD ONOMA D Wiy
O ES
f iy . -

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

PAPEL DE LA CITOCROMO ¢ OXIDASA caa; Y LA QUINOL OXIDASA aaz EN LA FORMACION DE
SUPERCOMPLEJOS DE LA CADENA RESPIRATORIA DE Bacillus subtilis

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:

BIOL. GERARDO IGNACIO PICON GARRIDO

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. EMMA BERTA GUTIERREZ CIRLOS MADRID
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
COMITE TUTOR: DR. DIEGO GONZALEZ HALPHEN
INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR
COMITE TUTOR: DR. LUIS ARTURO BAIZA GUTMAN
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

MEXICO, CIUDAD DE MEXICO. SEPTIEMBRE, 2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






TGRSR NACONAL AUTONOA B s
=% S
i s

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

PAPEL DE LA CITOCROMO ¢ OXIDASA caa; Y LA QUINOL OXIDASA aaz EN LA FORMACION DE
SUPERCOMPLEJOS DE LA CADENA RESPIRATORIA DE Bacillus subtilis

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:

BIOL. GERARDO IGNACIO PICON GARRIDO

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. EMMA BERTA GUTIERREZ CIRLOS MADRID
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
COMITE TUTOR: DR. DIEGO GONZALEZ HALPHEN
INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR
COMITE TUTOR: DR. LUIS ARTURO BAIZA GUTMAN
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

MEXICO, CIUDAD DE MEXICO. SEPTIEMBRE, 2016



COORDINACION

p ()501{/41\?)

Ciencias B1010g1cas

Lic. Ivonne Ramirez Wence
Directora General de Administracion Escolar, UNAM

Presente

Me permito informar a usted que en la reunion ordinaria del Comité Académico del Posgrado en
Ciencias Biologicas, celebrada el dia 20 de junio de 2016, se aprob¢ el siguiente jurado para el
examen de grado de MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS del alumno PICON GARRIDO
GERARDO IGNACIO, con numero de cuenta 303095811, con la tesis titulada "PAPEL DE LA
CITOCROMO c¢ OXIDASA caa; Y LA QUINOL OXIDASA aa: EN LA FORMACION DE
SUPERCOMPLEJOS DE LA CADENA RESPIRATORIA DE Bacillus subtilis.”, realizada bajo la
direccion de la DRA. EMMA BERTA GUTIERREZ CIRLOS MADRID:

Presidente: DRA. MARTHA OFELIA SALCEDO ALVAREZ

Vocal: DR. ROBERTO VELASCO GARCIA
Secretario: DR. DIEGO GONZALEZ HALPHEN
Suplente: DR. SALVADOR URIBE CARVAJAL
Suplente: DRA. MARIA SOLEDAD FUNES ARGUELLO

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
‘POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, Cd. Mx., a 22 de agosto de 2016.

M o G

DRA. MARIA DEL CORO ARIZMENDI ARRIAGA COORDINAC!ON
COORDINADORA DEL PROGRAMA

c.c.p. Expediente del (la) interesado (a)

Unidad de Posgrado - Coordinacion del Posgrado en Ciencias Biologicas Edificio D, ler. Piso, Circuito de Posgrados Cd. Universitaria
Delegacion Coyoacan C.P. 04510 México, D.F. Tel. 5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



Agradecimientos

Primeramente al Posgrado en Ciencias Bioldgicas, UNAM.

A los apoyos recibidos por la beca CONACYT con numero de becario 294528, apoyo al
Proyecto de Investigacion DGAPA-PAPIIT IN215915 y la beca COMECyT con numero de
registro 16BTIMO0038.

A los miembros del Comité Tutor: Dra. Emma Berta Gutiérrez Cirlos Madrid (Tutora
Principal), al Dr. Diego Gonzales Halphen y al Dr. Luis Arturo Baiza Gutman, por su apoyo
y direccidn en este trabajo.



A titulo personal
Al Dr. Claes von Wachenfeldt por la donacién de la mutante de B. subtilis LUWA46.

Al Dr. Carlos Gomez Lojero y al M. en C. Jesus Barrera Rojas por su asesoria en la realizacion de
los geles de 1D.

A la Srita. Lilia Judith Espinosa Sanchez, al Dr. Ernesto Armando Rodriguez Reyes y la Srita. Lilia
Jiménez Solis, por su gran disposicidn y apoyo.

A la Srita. Georgina Garcia Moran (Gina) por resivirme y ayudarme siempre con todas mis dudas.
También a todo el posgrado de la FES Iztacala.

A mi tutora, la Dra. Emma Berta Gutiérrez Cirlos Madrid por todo el apoyo académico y a nivel
personal que me brindé antes y durante la realizacidn de este trabajo.

Ala M. en C. Tecilli Cabellos Avelar por echarme la mano siempre que se podia.

A mis companeros del laboratorio, por hacer mas llevadero un dia de trabajo pesado con algin
chiste o una buena platica: Tecilli, Ana®), Ale, Dulce, Enrique, Laura, Led, Obed, Irlanda, Edisa,
gracias.

A mis hermanos por darme lata.



Dedicatorias

A mis padres que aunque este ha sido un periodo muy dificil, en cuestiones econdmicas, me han
seguido apoyando como han podido y porque nunca se han rendido.

Aunque con palabras no puedo darles gracias por tanto carifio, gracias por todo lo que me han
dado y ensefiado.



Indice General

INAICE GENEIAL .ttt ettt et e e s b et e sab e e sabeesbeeesabeesabeesanseesabeeennneenns 1
[aTo ol [l T T = TRt 5
INAICE 08 TABIAS ..ttt b e st b e sbe e saeesane e 8
Lista de @breViaturas .......ooueeiieieee e e e 10
RESUMBN ..t e e et e e e e s s r e e e e e e 12
ADSEIACT 1.ttt et e e s bt e s bt e e s be e e ahe e e s abeesbeeesareeeneeas 13
INEFOTUCCION ..ttt e sab e st e e bt e e st e e bt e e sabeesabeeesabeesabeesneeesareesneens 14
9 BaCilluS SUBTIIS ..ttt ettt st st 14
4% NADH d@ShIArOZENASA ..eccuveieeetieetie ettt ettt ettt eete e st e e etae e steseetaeesabeeeteeesbesenseeas 15
% SUCCINALO dEShIIOBENASA. ...c.uveiiteeeetiee ettt ettt ette e et e eetreesabee e teeesbesereeas 15
s Complejo beC de B. SUDLILIS ...ccveeitieciiecie ettt ettt ettt et et te e sbae s abeebeenneens 15
LXON 1 o Yol fe o g Vo Tl o3 (Lo - 1Y [ e Lo - B RP 16
L O LV [ Yo e 4 e I 1Y T Lo S U 16
@ QUINOI OXIAASA TIPO DA ...ttt ettt et et e et e e e et e e eabe e e teeeebeeeenae s 17
@ QUINOI OXIAASA TIPO “DB” ...ttt ettt e et e et e et e e sbe e e teeeeteeeaee s 17
«  Los super complejos en la cadena respiratoria bacteriana......ccccceeeveeeeveereeneesieeseeneens 17
+ Organismos en dénde se han encontrado siper coOmMpPlejos........cccecveeereeireeneeneeeireeireenieens 18
¢ Los sUper cOMPIEJOS €N B. SUDLIlIS ......c..ccveeeeeeeieeieeeiteecteeeteesteesreeere e veesteesresaveereebeesveens 18
[ Lo T YT Ty SRR 20
(0] o T =141V USSR 20
MaAteriales Y METOAOS ...oeeiiiiiieieiiiee ettt e e et e e e et e e e et a e e e e sabeeeeesasaeeesssaeeeesnsbeeeeanssneans 21
¢ Curva de crecimiento de B. subtilis 168 y la mutante LUWA46: ........c.ccvevreevveneenreenreenneens 21
+  Crecimiento de B. subtilis 168 y la mutante LUWAG: .........ccceeveerveeiieecreenreesee s ereesveenneens 21
+ Cosecha de cultivos de B. subtilis 168 y la mutante LUWA46:...........ccceeevreeneeneeecveenreenneens 21
+»» Obtencion de membranas de B. subtilis 168 y la mutante LUW46: ........c..cccoveeervreereeennen.. 21

+»* Solubilizacién de las membranas de B. subtilis 168 y la mutante LUW46 con dodecil

001 Lo T o [o 1S OO TP PPPOIOPPRTPRRO 22
«» Cromatografia de intercambio idnico del sobrenadante del solubilizado de las membranas
de B. subtilis 168 y la MUtante LUWAB: ...ttt e e evrree e e e e e e 22
+» Obtencidon de espectros de absorcion de 1as MUEstras: ........cooveeeveeecreeeeieeeree e 23

+* Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry modificado para proteina de

TEIMIDIANAS: 1iteeiiiteitee ettt et ettt et e e s bt e s sttt e sabe e s bt e e sabeesabaesabeesabeeebaeenateesabaeesabeesabaesabeesabaeenaaean 23
«» Determinacion de la concentracion de proteina por el método de UV:.......c.ccccuvveereenenn. 24
+»» Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resoluciéon (primera dimensién): ............... 24



/7

% Geles de segunda dimensién de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS):. 24

/7

+» Tinciones de actividad catalitica de los complejos NADH deshidrogenasa, succinato

deshidrogenasa, complejo tipo bc, citocromo oxidasa y ATPasa: ....ccccceeeeeeeeeeciiiieeeeeeeeeeeinneeen, 25
L N (ool o] Wele o Ir= VA0 | e [N 0 To Ty = T3] <O 25
% ANALISIS dE BRIES E ID .ottt e ettt e e e be e e eaae s 26
«* Tincidn de geles con tetrametilbenziding (TMBZ): ......cveeeveeiieiicieeeee e 26
(014 ol ol lo] g We ISl f =T UL | £=Yo o 13U 27
RESUITATOS ...ttt et st sae e e st e e bt e e sate e s beeesabeesabeesneeesabeeeneeas 28
¢ Curva de crecimiento de B. subtilis 168 y la mutante B. subtilis LUW46..........c..cceeeveenenns 28
+ Crecimiento y obtencién de membranas de B. subtilis 168 y la mutante LUW46.............. 28
+» Identificacion y cuantificacién de citocromos por medio de espectros de absorcion........ 29
¢ Membranas de B. SUDLIlIS 168 ........ccooiiieriiieiereetee ettt ettt sttt st 29
s Membranas de B. SUDLIlIS LUWAGB .........cccooeiieienenieeetee ettt st s 31
+ Comparacion de los espectros de diferenciales de absorcidn de las membranas de B. subtilis
168 Y 12 MUEANTE LUWIB.......oeeiiieee ettt e ettt e e st e e et e e e s ntae e e snbaaaesannnaee s 33
+» Andlisis de las fracciones obtenidas de las cromatografias de intercambio idnico del
solubilizado de las membranas con dodecil Maltdsido........coceeviiriieiiiiiiniineeeee e 35
s Perfil cromatografico de 1@ 168 ........cccuieviiiiieiiieiiecie ettt be e re b 35
s Perfil cromatografico de 1a LUWAB .........covueiuieieriecieieseetete ettt s 36
% Fraccion del CItOCIOMO € 168 .......cceriruirierienieieieeeiesie sttt sttt be st eae s 37
@ Fraccion del cOmMPIJO DeC 1688 ......eeeeuveeereeeeiee ettt ettt et e et e e e eeaeeeeaeeeeaee s 38
+» Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resoluciéon (primera dimensién) ................ 38
¢ Geles de segunda dimension de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-
PAGE) ..ttt h et h e e h b h et b e ea et e bt et s bt e a b e bt eae et e e be et e nbeenee b 40
«»» Andlisis del gel de 2D tefido CON TIMIBZ .........oeecuieeeieeeiee ettt eetee et eeeaeeeenne s 43
«»» Andlisis del gel de 2D tefiido CON COOMASSIE ......ccccvieecreeeereeetee et e eteeeetre e et e eeteeeeveeeeaee s 43
Fraccion del complejo BeC LUWAB..........ccueeeevee ettt ettt et eetee et e e veeeeaee s 43
«+ Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resolucion (primera dimension) ................ 44
+ Geles de segunda dimensién de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-
PAGE): ettt ettt ettt e ettt et et ettt et e et e e et et et et e e e et et e et et et e et e s e et e eneeeae 46
«» Andlisis del gel de 2D tefiido CON TIMIBZ ......c.veeeueeeeiee ettt eetee ettt eveeeeaee s 48
«* Analisis del gel de 2D tefiido CON COOMASSIE ......ceeeecuiiieeeciiieeeeireeeeectieeeeecite e e e etre e e e ereeeeeeans 48
«» Comparacion de las fracciones del complejo bsc 168 y LUWAG .......c..oeeeerveeereeeireeereeenne, 48
R YTt o I 1 =T Y o Tl =Y [T RPN 48
90 GElES MICNE 08 1D .ottt ettt ettt st ettt st s b e st e st sbe et e sbeene e besaeeneene 48



% Geles SDS-PAGE dE 2D ...c.coeiiiiiiiiiiiiicsreeee sttt 49

«  Fraccidon del complejo BeCHCAA3 168 ........oooevieeiiiiiiieeieeeeee ettt et e eaee s 49
+» Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resolucion (primera dimension) ................ 50
+ Geles de segunda dimension de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-
P AGE )ttt sttt ettt e bt e e b e s he e st e e bt e bt e b e e beesbeesaeeereereen 52
«» Andlisis del gel de 2D tefido CON TIMIBZ .........ooeuiiiiiieciee ettt ettt et vre e e vee e eaee s 54
«»» Andlisis del gel de 2D tefido CON COOMASSIE ......ccccuveeecrieeiieeiteeeetteeeteeeere e et e eeeeeeeveeeeaeees 54
+  Fraccidn del complejo beC+Caas LUWAB.........c.cocveeiieeieeieeciee e see e eteesteesveessaesreereenseens 55
+» Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resolucion (primera dimensién) ................ 55
+* Geles de segunda dimension de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-
P AGE ettt b e h ettt ettt e e bt e b e e eht e et e e bt e bt e be e bt e sheeeaee e teereen 58
«»» Andlisis del gel de 2D tefido CON TIMIBZ .........ooiuieiiieeciee et ettt et et veeeeane s 60
«»  Andlisis del gel de 2D tefiido CON COOMASSIE ....ccueiiuiiiieeiieerteesteectreete e enreesteestaesareereenreens 60
%+ Comparacion de las fracciones bec+caas 168 Y LUWAB ......ccccvereereeeceerereenieseeeenieseeeeenns 61
4% ESPECLros dif@r@NCIAIES. ..cccvieiecieectie ettt ettt st e be e be e s bae e abeereereens 61
L =1 =T o1 O 1o [T 1 0 OO PTRPPRRP 61
59 GeleS SDS-PAGE dE 2D ...ttt ettt st sttt sbe e e s ae e e 61
«»  Fraccidn de 10s complejos SDH+AA3 168 ........occcueieiiieecieeeeiee ettt eetee et ereeeeveeeeeveeeeane s 61
+» Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resolucién (primera dimension) ................ 62
¢ Geles de segunda dimension de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-
PAGE) ettt ettt ettt et et et et et et e et et e e et et et e e et et et et et et et et e e et e e et et e eeeeeeeeernaeeaeee 64
«» Analisis del gel de 2D teflido CON TIMIBZ .......ooocuiieeieiiiee ettt e et e e e enraee e 66
¢ Analisis del gel de 2D tefiido CON COOMASSIE .....ccereeerierieeeerieeierieseeeee e seeessesreeeessesseeeens 66
+  Fraccidn del complejo SDH+CAA3 LUWAB.........cooveiiieeieeieecteectee st eeve e esieesteesiveeveenreens 67
+» Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resolucién (primera dimension) ................ 67
+» Geles de segunda dimensién de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-
PAGE) ettt ettt e et et et et et e et e ettt et e e et et et et et et et et e e et ee et et e e et eeeeeerenaeeaeee 70
s Analisis del gel de 2D tefiido CON TIMBZ .......coovereereiriieieeieesee e ste e esreesieesseesseenseenseens 72
¢ Andlisis del gel de 2D CON COOMASSIE......uuieirieeiiieeciteeeteeeereeereeestteesreeesareesreeesareesbeeeeseeas 72
% Comparacion de las fracciones SDH+aas de la 168 y SDH+caas de la LUWA46..................... 72
4 ESPECLIOS AifErENCIAIES. ..cccveieeeree ettt ettt et e e e et e e e te e e reeeereeeeaee s 72
L =1 = o1 O V1 e [T 1 0 SRR 73
9 GElES SDS-PAGE dE 2D ....ooiieieieeieeiete ettt ettt ettt sttt s ae et et et besae e 73
DISCUSION ..ttt ettt ettt et e st e st e et e et e e s b e e s bt e s ae e st e s st e bt e b e eaneesbeesmeeenneenneens 75
Los super complejos €N ProCarioNtes .......ccueeeieciieeeeiiiee et e e et e et e e et e e s sere e e s sabeeeesaaeeees 75



Caracteristicas excepcionales en B. subtilis de su cadena respiratoria: .......ccccceeeevvveeeecirveeeennen, 75

Diferencias entre B. subtilis 168 (silvestre) y la mutante LUWA6..........cccoccveeeeciieeeeccieee e, 76
Fracciones observadas en la cromatografia de intercambio idnico: .......cccccvvvvveeeeienicciiiieeneen, 77
[ VT o T=T g oloT 0 0 o] (=Y [0} e FTon ol To E LTS 78
Los complejos respiratorios QUE NO SE @SOCIATON: ....ccuuvieeririeeeeiireeeeiteeeesstreeesserreeessreeeesssseeees 82
CONCIUSIONES: ..ttt ettt ettt et et e b e bt e she e s ae e e st e et e e sbeesbeesaeesaneeabeenbeebeenneas 84
F Yo 7<Y g Vo Lo < PRSP 85
F Yo 1< g Vo Lo PRSP 86
o] o T4 =T o T To Y Y USSR 86
4 SODIrENAANTE LUWAB .....ooieeeeieceeeee ettt ettt s te st ese e ae s ensesteeneensenseensenns 88
+* Geles de segunda dimension de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-
PAGE) ettt bttt sh et e b e e a e et e a e et e bt ea e e teeh e e beeheen e e bt eat et e ebeetenteentebens 91
9 SODrENAANTE 168... .o ettt ettt ettt s a et b et be et ee e 91
«»  Andlisis del gel de 2D tefiido CON TIMBZ .......coouieiriiieeeieeie et stee st ete e este e teestaesveeereenraens 93
«»  Andlisis del gel de 2D tefiido CON COOMASSIE ....ccveiiuieiieeiieeiteeiteestreeteereereesreestaesrreereenseens 93
4 SODIrENAANTE LUWAB .....ooeeeeeeieceeeeteetete sttt e ettt et te e e e ssesne et e steensensesseensenns 95
«»» Andlisis del gel de 2D tefido CON TIMIBZ .........ooecueieiieeciee ettt etee ettt veeeeaee s 97
«»» Andlisis del gel de 2D tefido CON COOMASSIE ......ccccveeecrerecreeeree et e eereeeetre et e eereeeeaeeeeaeees 97
«» Comparacion de los Sobrenadantes 168 Y LUWAG .........ccocveeecveeeieeeecreeeeeeecvee et e v 97
2 GElES MICNE dE 1D ..ottt sttt b bttt ene e 97
3 GElES SDS-PAGE dE 2D ...cueeuiiiiieiieierteetest ettt sttt 98
20 ET LT o Lol T TSP T PR PPPPPPRPR 100



Indice de Figuras

Figura 1. Cadena respiratoria de B. SUDLIlIS. ......cc.uuieccuiiiiiciiiiicciiee et esree e e e e saaee s 14
Figura 2. Comparacion del complejo bsc de B. subtilis con el complejo bc: y el complejo bsf 0
L0140 1Y [0} =1 4 ol e PSSP 16
Figura 3. Esquema de la cadena respiratoria de B. subtilis y de la mutante LUW46
(AgoxABCD::Kan), carente de la qUINOl OXidasa G03.......ccceeveerieiiiniiiiieee et 19
Figura 4. Curva de crecimiento representativa de la 168 y la LUW46..........ccccecvveeeecvieeeccnnennn. 28

Figura 5. A. Espectro diferencial representativo de las tres preparaciones de membranas de la

Figura 6. Promedio de las concentraciones relativas (nmol/mg de proteina) de los citocromos c,

by a, de las tres preparaciones independientes de membranas de la 168...........ccccveeeeeeeennnns 30
Figura 7. Cocientes de 10s CitoCromos C:b, G:C Y D:i@. ..oooueiriieiiiiiiiieniec ettt 30
Figura 8. A. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de las
tres preparaciones de membranas de [a LUWAB.........coooiiiiieciiei et 31
Figura 9. Promedio de las concentraciones relativas (nmol/mg de proteina) de los citocromos ¢,
by a, de las tres preparaciones independientes de membranas de la LUWA46.......................... 32
Figura 10. Cocientes de 10s Citocromos C:b, G:CY D ....eoevcuveeiiiciiiiieiiee et 32
Figura 11. A. Comparacion de los espectros diferenciales de absorcion (reducidos con ditionita
menos 0xidado), de 12 168 ¥ 12 LUWAB ..........oooeuiiieeeeeee ettt ettt e e e e e e n 33
Figura 12. A. Comparacién de los promedios de las concentraciones relativas (nmol/mg de
proteina) de los citocromos ¢, b y a de las membranas de la 168 y la LUW46...........ccuveeennee... 34
Figura 13. A. Comparacion de los cocientes de los citocromos c:b, a:c y b:a de los promedios de
tres preparaciones independientes de membranas de la 168 y de la LUWA46. ..........cceevvveennes 34
Figura 14. Perfil representativo de las cromatografias de membranas de la 168...................... 35
Figura 15. Perfil representativo de las cromatografias de membranas de la LUW46................ 36

Figura 16. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la
fraccion del CItOCIOMO € 168.......oocuiiiiiieieeeee ettt et e et e e e e e s te e sbaeeenteeenaeas 37
Figura 17. Geles hrCNE de 1D de las fracciones de las solubilizaciones y las cromatografias de las
membranas de 1a 168 ¥ 12 LUWAB..........oooiiiiiiiiie ettt eree et e e e e s saaae e e e sasae e e s snsaeee s 38
Figura 18. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la
fraccion del COMPIEJO DaC 168......ccnuuiiieeciiie ettt e et e e et e e e e ebte e e e s bte e e e sbtaeeesbeaeaeenns 38
Figura 19. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida,
del complejo bgc, teiiidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios de B.
subtilis (N = NADH deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B = complejo bsc,
C = citocromo c oxidasa caas y A = ATP SiNtasa). .ccceeeeiiiereeiiieee e e e e e e e e 39
Figura 20. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D de la fraccion del complejo bsc 168........... 41
Figura 21. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la
fraccion del ComMPIEjo DeC LUWAB ........coovieie ettt e et e e s e brae e s s brae e e sbaaeeeenes 43
Figura 22. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4 al 13.0 % de acrilamida, del
complejo bsc LUWA46, teiidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios de B.
subtilis (N = NADH deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B = complejo bsc,
C = citocromo c oxidasa caas Yy A = ATPSINTASA) ...c.uviieeiiiiieeeeiie ettt e e 44
Figura 23. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D de la fraccion del complejo bsc LUWA46..... 46



Figura 24. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la
T Il (oYW o Fon e 1o F I < F PR 49
Figura 25. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida, de
la fraccion bsc+caas 168, teiidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios de
B. subtilis (N = NADH deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B = complejo

bec, C = citocromo c oxidasa caas y A = ATPSINTASA). weeccveeeieeeiiieeiieecieeecee e eee e e e e sene e 50
Figura 26. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D de la fraccion bsc+caas 168 ....................... 52
Figura 27. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la
L= olol o o oo ot o E3 WU AV R 55

Figura 28. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida, de
la fraccidn bsc+caas LUWAG, teiidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios
de B. subtilis (N = NADH deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B =

complejo bsc, C = citocromo c oxidasa caas y A = ATPSINtasa) ....ccovveeeecieeeeeciiee e 55
Figura 29. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D de la fraccién bsc+caas LUWA46.................. 58
Figura 30. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la
L Tolol T oI B o B To E N Y TP 61

Figura 31. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida, de
la fracciéon SDH+aa; 168, tefidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios de
B. subtilis (N = NADH deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B = complejo

bec, C = citocromo c oxidasa caas y A = ATPSINTASA) ..eeccviieiieeiiiieeiieecee e eee e veeeeare e 62
Figura 32. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D de la fraccion SDH+aas 168 ....................... 64
Figura 33. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la
FracCion SDHHCAA3 LUWAGB ..........ooeeeeeieeeceeeee ettt ettt e stae e st e e sta e e s te e e saae e s ateessaeesnsaeenaeas 67

Figura 34. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida, de
la fraccién SDH+caas LUWA46, tefiidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios
de B. subtilis (N = NADH deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B =
complejo bsc, C = citocromo c oxidasa caas y A = ATPSINtasa) ...cccceeeeecieeeecciiee e 67
Figura 35. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D de la fracciéon SDH+caas LUWA46................ 70
Figura 36. A y B. Posible conformacién de menor masa molecular del super complejo
bsc+caas+csso+cssi. C. Acomodo del super complejo bsc+caas+csso+cCss; en forma de cuerda con
el que puede alcanzar tamafios de hasta 1900 kDa. D. Modelo de la asociacién entra la SDH, el
CcOMPlejos DeC Y |0S CItOCIOMOS €550 Y C551ueeureerrurrerireerniieenieerieeesreessieessieeesreessiseesseessneeesaseesnnes 80
Figura 37. Un mega complejo respiratorio representando la unién de dos unidades basicas
compuestas por 2 complejos bsc y 4 citocromos ¢ oxidasas caas, conectadas por la caas,
formando una “cuerda respiratoria”. Imagen tomada de Sousa y colaboradores, 2013........... 81
Figura 38. Modelo esquematico de la organizacién de los complejos respiratorios en estructuras
como “cuerdas”. Imagen tomada de Bultema y colaboradores, 2009. ........ccccceeeviireeecrereeennen. 81
Figura 39. Modelo de una asociacion linear de siper complejos de la cadena respiratoria en
mitocondrias de mamifero nombrada como “cuerda respiratoria”. Imagen tomada de Wittig y
(o] =] o Yo T =10 [o ] =X Tr X0 [0 L TR 82
Figura 40. Identificacién de los complejos respiratorios en un homogeneizado de corazén de
pollo por tinciones de actividad histoquimica de los complejos: NDH, SDH, bcs, caas y ATPasa, y
T 401 e [l @e Y] o - 11 1= PSPPSR 85
Figura 41. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida,
del Sobrenadante 168, tefiidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios de B.



subtilis (N = NADH deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B = complejo bsc,
C = citocromo ¢ 0xidasa cags Y A = ATPSINTASA) ...cccueeeiieiiieeeiee e cee e e e ree e s 86
Figura 42. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida,
del Sobrenadante LUW46, tefidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios
de B. subtilis (N = NADH deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B =

complejo bsc, C = citocromo c oxidasa caas y A = ATPSINtasa) ....ccceeveeevieeecieeecie e 88
Figura 43. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D del Sobrenadante 168 ...........cccccvveeennnennn. 91
Figura 44. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D del Sobrenadante LUW46.......ccceeeviirrenens 95



Indice de Tablas

Tabla 1. Coeficientes de extincidén molar de los citocromos c+cs, b y a de la cadena respiratoria

PAFA B. SUDLITS ...ttt ettt ettt s et e s e e st e e st e e e s aab e e e e saataeeeestaeeeeaataeeeennraeeen 23
Tabla 2. Composicién del gel concentrador al 4.0 % de acrilamida y del gel separador con un
gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida......cceeiieiieiiiiiiie e 24
Tabla 3. Tiempos de duplicacidon en minutos, calculados en la fase exponencial de las curvas de
crecimiento de 13 168 Y 12 LUWAB...........oee ettt e e vee e e itee e e aee e s e arae e e 28
Tabla 4. g de bacterias por L de medio, y mg de proteina de membrana por g de bacteria,
obtenidos de las 3 preparaciones de 1a 168 y [a LUWAG .........coeeeeeecciiiieieeeeeecciiieeeee e 28
Tabla 5. Datos de los citocromos ¢, by a obtenidos de los espectros diferenciales (reducidos con
Ditionita-Oxidado) de las membranas de 1a 168..........ccccveeiiieeciiiiciiecee e 29

Tabla 6. Promedios de las concentraciones relativas de citocromos (nmol/mg de proteina),
desviaciones estandar (DS) y sus coeficientes de variacién (CV) de los citocromos ¢, by a de las

tres preparaciones de membranas de B. SUDLIlIS 168. ........cccccceuvvveeeeeeeiciiiiiieeeeeeeeeccirreeeeeeeeeeanns 30
Tabla 7. Promedios de los cocientes de los citocromos c:b, a:c y b:a, desviacion estandar (DS) y
coeficiente de variacion (CV) de las tres preparaciones de membranas. ........cccecceeeeecreeeeennen. 31

Tabla 8. Datos de los citocromos ¢, by a obtenidos de los espectros diferenciales (reducidos con
Ditionita-Oxidado) de tres preparaciones independientes de membranas de la LUW46.......... 31
Tabla 9. Promedios de las concentraciones relativas de citocromos (nmol/mg de proteina),
desviaciones estandar (DS) y sus coeficientes de variacién (CV) de los citocromos ¢, by a de las
tres preparaciones de MEMMDIANAS. ...t ciiii e e s e e et e e e sbre e e s sbeeeeesreeeeennns 32
Tabla 10. Promedios de los cocientes de los citocromos c:b, a:cy b:a, desviacion estandar (DS) y
su coeficiente de variacién (CV) de las tres preparaciones de membranas. .......ccccccveeecveeennneens 33
Tabla 11. Masas moleculares de los mondmeros de los complejos respiratorios de B. subtilis,
calculados a partir del EENOMA. .......ooocuiiiieeee e e e e e 38
Tabla 12. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas
de la fraccion del complejo bsc 168, tefiidas para las actividades de los complejos NDH, SDH, bec,
Foe [ IRV AN N - 13 40
Tabla 13. Identificacidn de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por
medio del gel de 2D tenido con TMBZ (A) y con Coomassie (B) de la fraccion del complejo bsc

Tabla 14. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas
de la fraccién del complejo bsc LUW46, tefiidas para las actividades de los complejos NDH, SDH,
ool ole (o E RV N - 1Y [ TR 44
Tabla 15. Identificacidn de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por
medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (A) y con Coomassie (B), de la fraccién del complejo bsc

Tabla 16. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas
de la fraccion bsc+caas 168 tefidas para las actividades de los complejos NDH, SDH, bsc, caas y

AT P S e a e e 51
Tabla 17. Identificacidn de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por
medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (A) y Coomassie (B), de la fraccidén bsc+caas 168 .......... 53



Tabla 18. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas
de la fraccidn bsc+caas LUWA46, teiidas para las actividades de los complejos NDH, SDH, bec, caas
Y AT P S e e 56
Tabla 19. Identificacidn de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por
medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (A) y Coomassie (B), de la fraccidén bsc+caas LUW46..... 59
Tabla 20. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas
de la fraccién SDH+aas 168, tefiidas para las actividades de los complejos NDH, SDH, bec, caas y
AT P S e e e e e e aeeeeas 62
Tabla 21. Identificacidn de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por
medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (A) y con Coomassie (B), de la fraccion SDH+aa; 168 ... 65
Tabla 22. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas
de la fraccidn SDH+caas; LUW46, tefiidas para las actividades de los complejos NDH, SDH, bsc,
Lole [ IRV AN N - 13 68
Tabla 23. Identificacién de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por
medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (B) y Coomassie (B) de la fraccion SDH+caas LUW46....71
Tabla 24. Tabla resumen de la comparacidon de los citocromos, los complejos y los super

complejos encontrados en B. subtilis 168 y 1a LUWAG.........ccveeiiiiieeeeiiiiee e esieee e 74
Tabla 25. Diferentes estequiometrias des los sUper complejos bgc+caas+cCsso+Cssi,
SDH+bsc+cssotcssz y los complejos bsc y caas obtenidos en el analisis de los geles de 1D ......... 80

Tabla 26. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas
del Sobrenadante 168, tefiidas para las actividades de los complejos NDH, SDH, bec, caas y
JA I T ST PR PO PPRUPPPPTRO 87
Tabla 27. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas
del Sobrenadante LUWA46, tefiidas para las actividades de los complejos NDH, SDH, bec, caas y
FAN o 1Y PP PO UT RO PPRPPPPPTN 89
Tabla 28. Identificacidon de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por
medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (A) y Coomassie (B), del Sobrenadante 168 .................. 92
Tabla 29. Identificacidon de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por
medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (A) y Coomassie (B), del Sobrenadante LUW46............. 96



Lista de abreviaturas
168 — Bacillus subtilis 168

1D - Primera dimensién

2D — Segunda dimension

AEBSF — hidrocloruro de 4-(2-Aminoetil) benzenosulfonil fluoruro
BSA - Albumina sérica de bovino, (siglas en inglés)

bsc — complejo bsc

BNE — Electroforesis en geles azules nativos, (siglas en inglés)
caas — Citocromo c oxidasa caas

CV — Coeficiente de variacién

Csso — Citocromo csso

Css1 — Citocromo c¢ss;

DDM — Dodecil maltésido

D. O. - Densidad dptica

DOC - Desoxicolato

DTT - Ditiotreitol

FAD — Flavin adenin dinucleétido

Fe-S — Hierro azufre

g - Gravedades

hrCNE — Electroforesis clara nativa de alta resolucion, (siglas en inglés)
Kan — Kanamicina

LUWA46 — Bacillus subtilis LUW46, (mutante)

MK-7 — Menaquinona 7

MSR — Medio super rico

NAR — Nitrato reductasa

NDH — NADH deshidrogenasa

NDH-2 — NADH deshidrogenasa tipo Il

10



PAGE - Electroforesis en geles de poliacrilamida, (siglas en inglés)
MMM — Marcadores de masa molecular

rpm — Revoluciones por minuto

SDH — Succinato deshidrogenasa

SDS — Dodecil sulfato de sodio, (siglas en inglés)

Sobrenadante 168 — Sobrenadante de la solubilizacién de las membranas de Bacillus subtilis 168
con 1.5 mg de DDM/mg de proteina, en presencia de 100 mM de NaCl.

Sobrenadante LUW46 — Sobrenadante de la solubilizacidn de las membranas de Bacillus subtilis
LUW46 con 1.5 mg de DDM/mg de proteina, en presencia de 100 mM de NaCl.

TMBZ — Tetrametilbenzidina

11



Resumen

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva que posee una cadena respiratoria ramificada, en
la cual se han reportado que sus complejos respiratorios se asocian en super complejos. Garcia
y colaboradores, (2012), identificaron a los slUper complejos bsct+caas+csso y SDH+nitrato
reductasa (NAR), ademas de bgc+caas+ATP sintasa, SDH+aas, y aas+ATP sintasa. Sousa y
colaboradores (2013), confirmaron a los super complejos bsc+caas y SDH+NAR, y propusieron
un mega complejo de bsc+caas que contribuye a una alta eficiencia del transporte de electrones.
En nuestros trabajos preliminares, se confirmaron los super complejos bsc+caas y SDH+NAR, y
se obtuvieron evidencias de los super complejos SDH+aas y bec+caas+ATP sintasa.

En este trabajo reportamos la comparacidon entre la mutante B. subtilis LUW46 (AqoxABCD::Kan)
que carece de la quinol oxidasa aas, y B. subtilis 168 (cepa silvestre), después de solubilizar las
membranas con DDM y analizarlas mediante cromatografias de intercambio iénico para exponer
a los super complejos bsc+caas y SDH+NAR, y para buscar mas evidencias de los super complejos
SDH+aas y bsc+caas+ATPsintasa.

La falta de la quinol oxidasa aas no afectd el crecimiento de B. subtilis LUWA46 crecida en un
medio super rico con 3.0 % de succinato. En las membranas aisladas, encontramos que la
concentracién total de los citocromos tipo a de la mutante se redujo un 75 % comparada con la
concentracidon de este citocromo en la cepa silvestre. Por lo tanto, dedujimos que el 25 %
restante correspondié al citocromo a de la citocromo c oxidasa caas.

El siper complejo bsc+caas+csse+css; fue aislado de la 168 y la LUW46 en una de las fracciones
de las cromatografias. El super complejo se analizé mediante geles hrCNE de 1D vy
posteriormente por geles SDS-PAGE de 2D. Encontramos que este super complejo es muy
estable y dificil de disociar. El siper complejo tuvo una masa molecular de entre 400 a 1900 kDa
en la 168 y en la LUWA46. Los citocromos csso Yy Css1 sSe mantuvieron fuertemente asociados al
super complejo, por tanto parecen son importantes en la estabilidad del siper complejo. Sin
embargo una fraccién de la cromatografia donde se obtuvo solamente a un citocromo tipo c,
fue obtenida solamente en la 168. La falta de la aas en la mutante causé que el siper complejo
bsc+caas+csso+Cssi, Se mantuviera mas fuertemente asociado en la LUW46 en comparacién con
la 168 comoo se pudo observer en el analisis de los geles de 1D. También identificamos bandas
de mayor masa molecular, en las tinciones de actividad de los geles de 1D, correspondientes al
super complejo bsc+caas+csso+Css; en comparacion con la 168. Por tanto proponemos al menos
ocho diferentes estequiometrias para el siper complejo. Con estos resultados concluimos que
en ausencia de la aas, el bgc y la caas son suficientes para soportar el crecimiento, la generacion
de la fuerza proton motriz, y que las quinol oxidasas tipo bd y bb’ pudieran tomar parte en la
cadena transportadora de electrones. En nuestras manos, la SDH no se asocid con la quinol
oxidasa aas, pero si la encontramos relacionada con el complejo bsc y los citocromos csso Y Cssi.
La NDH tipo 2 no formar asociaciones con algun otro de los complejos respiratorios.
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Abstract

Bacillus subtilis is a Gram positive bacterium with a branched respiratory chain, in which their
respiratory complexes associate in supercomplexes. Garcia et al, (2012), identified the
supercomplex bsc+caas+csso, SDH+nitrate reductase (NAR), bsc+caas+ATP synthase, SDH+aas;
and aasz+ATP synthase supercomplexes. Sousa et al (2013), confirmed the bsc+caas; and
SDH+NAR supercomplex and proposed a bsc+caas megacomplex that distributes electrons with
high efficiency. In our preliminary works, using ion exchange chromatography, supercomplexes
bsc+caas and SDH+NAR were confirmed, and more evidence of the supercomplexes SDH+aa;3
and bgc+caas+ATP synthase were obtained.

Here we report the comparison between the B. subtilis mutant LUW46 (AqoxABCD::Kan) that
lacks of the quinol oxidase aas, and the wild type B. subtilis 168, after membrane solubilization
with DDM, and analyzed by ion exchange chromatography to expose the supercomplexes
bsc+caas+csso and SDH+NAR, and to confirm the existence of the supercomplexes SDH+aas3 and
bsct+caas+ATPsintase.

The lack of quinol oxidase aas; did not affect to the B. subtilis LUWA46 growth in super rich
medium with 3.0 % succinate. In the membranes, we found that the total concentration of type
a cytochromes was reduced 75% in the mutant when compared to the WT 168. Therefore we
deduced that the 25% remaining corresponds to the cytochrome a of the oxidase caas.

The supercomplex bsc+caas+cssot+css; was isolated in one of the fractions from the ion exchange
chromatography. The supercomplex was analyzed by in-gel activity staining in hrCNE 1D gels and
subsequently by SDS-PAGE 2D gels. We found that this supercomplex is very stable and difficult
to dissociate. The supercomplex had a molecular mass between 400-1900 kDa in the 168 and
the LUW46. The cs50 and ¢ss; cytochromes were strongly associated in the supercomplex so they
seem to play an essential part in the stability of the supercomplex. Moreover, a fraction
containing only c-type cytochromes was obtained in 168, while it was missing in the mutant.
Lack of aas a tightly associated bsc+caas+cssp+cCss; supercomplex in LUW46 compared to the 168.
We found higher molecular mass bands of the bsc+caas+csso+css: supercomplex in the mutant,
compared to 168 by in-gel catalytic staining in hrCNE. We propose at least eight different
stoichiometries for this supercomplex. In the absence of the aas the caas and bsc act as a
supercomplex and are enough to support growth, generating the proton gradient. Even quinol
oxidases bd” and bb’ could take part in the electron transport chain. The SDH complex was not
found associated with the quinol oxidase aas as had been assumed with our previous results,
but is related to the complex bsc and the cssp and css; cytochromes. The NDH-2 does not form
associations with any of the other respiratory complexes.
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Introduccion

¢ Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva en forma de bastén, formadora de esporas
(Winstedt y Wachenfeldt, 2000), no patégena, y cominmente encontrada en el suelo. Esta
bacteria ha sido intensamente estudiada por su importancia comercial en la produccién de
enzimas (tales como amilasas y proteasas) y quimicos utilizados en la industria (Kunst y cols.,
1997).

B. subtilis puede crecer tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas, por fermentacién o
utilizando nitrato como aceptor terminal de electrones (Sousa y cols., 2013). Esta flexibilidad le
permite hacer frente a las variaciones de oxigeno y de nutrientes en su ambiente (Winstedt y
cols., 1998). Su cadena respiratoria ramificada se encuentra en la membrana citoplasmatica
(Wachenfeldt y Hederstendt. 2002). Las diferentes deshidrogenasas membranales como la
NADH deshidrogenasa (NDH-2), la succinato deshidrogenasa (SDH) y la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa, reducen menaquinona (MK-7) a menaquinol, concomitantemente a la
oxidacion de sus sustratos (Wachenfeldt y Hederstendt. 2002). El paso final en la via, la
reduccion del dioxigeno a dos moléculas de agua con cuatro electrones (Winstedt vy
Wachenfeldt, 2000), es catalizado por la transferencia de electrones desde el menaquinol al
oxigeno por el complejo bsc (bsc), el citocromocsso (css0) Y 1a citocromo ¢ oxidasa caas (caas). Por
otro lado, el menaquinol también puede ser oxidado directamente por diferentes oxidasas
terminales: quinol oxidasa aas (aas), quinol oxidasa bd (bd) o quinol oxidasa bb’ (bb’) (Figura 1).
Una caracteristica peculiar de esta bacteria es la ausencia de un citocromo tipo ¢ soluble. De
hecho B. subtilis contiene dos distintos citocromos tipo ¢ anclados a la membrana citopldsmica:
el ¢ss0 con un maximo de absorcion en 550 nm de longitud de onda y que tiene un segmento
transmembranal en el N terminal, y un citocromo ¢ss; con un maximo de absorcién en 551 nm
de longitud de onda, anclado a la membrana por un diacil glicerol (Sousa y cols., 2013).

Complejo bgc ﬁ
qcrABC N caa;
Ccox 2H,0
ctaCDEF
NADH NAD*
aas
\ & g y | Qox g9
/ goxABC 25
NADH o bd’ i E
deshidrogenasa ﬁ Poza MQ-7 — QoX o
yjlD \ cydABCD
succinato
Succinato 02,,
deshidrogenasa 4H
sdhABC
fumarato

Glicero-fosfato
deshidrogenasa

gipD Nitrato
nar reductasa
ﬂ narGHIJ
glicerol-3-  djhidroxiacetona
fosfato -fosfato

Figura 1. Cadena respiratoria de B. subtilis. Al menos tres diferentes deshidrogenasas como la NDH-2, la SDH y la
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa reducen a la poza de MK-7. Los electrones pueden ser transferidos al oxigeno a
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través del complejo bec, el csso Yy la caas, o por las quinol oxidasas: aas, bd o bb’. B. subtilis también puede crecer por
fermentacidn o utilizar nitrato como aceptor final de electrones. Imagen tomada y modificada de Azarkina (1999).

+* NADH deshidrogenasa

En un estudio realizado del genoma de B. subtilis se encontraron tres NADH deshidrogenasas
(NDH) putativas (YjID, YumB, y Yutl), las cuales tienen una identidad significativa con la NDH-2
de E. coli (27.56 %, 21.94 % y 23.0 % respectivamente, los alineamientos se realizaron en el
servidor www.uniprot.org/). YjID (también llamada Ndh) se reporté como una proteina asociada
a lamembranay cuya expresion se reprime anaerdbicamente (Gyany cols., 2006, Marino y cols.,
2000). Gyany colaboradores en el 2006 presentaron evidencias de que la YjID es la NDH principal
de B. subtilis. Esto coincide con el hallazgo de que la NDH de B. subtilis no es sensible a rotenona
o piericidina, que inhiben selectivamente a las NDH que bombean protones (Schnorpfeil y cols.,
2001).

La NDH-2 de B. subtilis es una proteina parcialmente embebida en la membrana con una masa
molecular aparente de 64 kDa (Bergsma y cols., 1981) y de 41.79 kDa calculados a partir del
genoma (http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/). Contiene flavin adenin dinucleétido (FAD), no
contiene centros hierro-azufre (Fe-S) (Gyan y cols., 2006) y no bombea protones (Nakamura y
cols., 2011).

++ Succinato deshidrogenasa

La SDH es una enzima unida a la membrana que cataliza la oxidacidon de succinato a fumarato
en el ciclo de los acidos tricarboxilicos y dona equivalentes reductores a la MK-7. Consta de tres
subunidades, cuyas masas moleculares, obtenidas desde el genoma
(http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/) son: SdhA de 65 kDa, que tiene el sitio activo dicarboxil y
un FAD*" unido covalentemente; SdhB de 24 kDa, que posee los grupos hierro azufre [2Fe-2S],
[3Fe-3S] y [4Fe-4S], y SAhC de 23 kDa, que es un citocromo bsss con dos hemos b que tienen
picos a a 558 y 553 nm de longitud de onda. Las tres subunidades dan una masa molecular total

de 112 kDa para el mondémero del complejo. Hagerhall y colaboradores en 1992, reportaron una
masa molecular de 120 kDa obtenida a partir del complejo purificado. El dimero SdhAB es
extrinseco de la membrana y esta anclado al lado citoplasmico de la membrana por SdhC
(Hagerhall y cols. 1992), donde se lleva a cabo la reduccién de la menaquinona (Wachenfeld y
Hederstedt, 2002). La SDH también puede funcionar como fumarato deshidrogenasa operando
en direccién reversa, recibiendo electrones de la NDH-2 y contribuyendo a la generacion de un
gradiente de protones (Schnorpfeil y cols., 2001).

/7

+* Complejo bec de B. subtilis

El complejo tipo bsc de B. subtilis tiene una composicidon inusual, sus subunidades parecen
constituir una tercera clase de complejos bc, ya que comparte caracteristicas tanto respiratorias
como fotosintéticas a pesar de no ser una bacteria fotosintética (Yu y Le Brun, 1998). Esta
formado por QcrA que es una proteina hierro-azufre tipo Rieske de 18.7 kDa (Yu y cols., 1995).
QcrB de 25.4 kDa que es un citocromo b con un maximo de absorcidon a 564 nm de longitud de
onda, en el que se encuentra un hemo b, cerca del lado positivo de la membrana (donde el
menagquinol es oxidado) y un hemo by cerca del lado negativo de la membrana (donde la
menaquinona es reducida). Ademas tiene un hemo denominado x, covalentemente unido por
un enlace tioéter (Sonenshein y cols., 2002). La subunidad QcrC de 28 kDa posee una regién N
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terminal de alrededor de 170 residuos de aminodcidos que es similar a la subunidad IV de 17
kDa del complejo bef. La regidn C terminal contiene un citocromo ¢ que absorbe a 554 nm de
longitud de onda, identificado por la secuencia consenso CXXCH encontrada en todos los
citocromos tipo ¢ (Yu y cols., 1995), y que es similar al citocromo csso de B. subtilis (Yu y Le Brun,
1998) (Figura 2). La suma de sus subunidades dan una masa molecular total de 72.1 kDa para el
mondmero.

Dominio sub
[\

Proteina Rieske
Hierro Azufre

Complejo tipo be Bacillus subtilis EI chB Q-

Figura 2. Comparacion del complejo bsc de B. subtilis con el complejo bc; y el complejo bef o fotosintético.

Dominio citocromo b Dominio citocromo ¢

¢ Citocromo c oxidasa caas

La caas reduce al oxigeno que formara parte de la molécula de agua, utilizando electrones
donados por el citocromo ¢ (Saraste y cols., 1991). Los picos o de maxima absorcién de sus
citocromos estan localizados a 551 y a 605 nm de longitud de onda, correspondientes a un
citocromo cy a un citocromo a respectivamente (Santanay cols., 1992). Esta oxidasa es miembro
de la super familia de las hemo cobre oxidasas terminales (Winstedt y cols., 1998). Esta
codificada por los genes ctaCDEF (Azarkina y cols., 1999). En el operon ctaABCDEFG, ctaAy B
codifican para dos enzimas requeridas para la biosintesis del hemo A (Liu y Taber, 1998). CtaC
es la subunidad Il de 40 kDa la cual tiene un centro Cua, y un citocromo tipo c (Saraste y cols.,
1991 y Sonenshein y cols., 2002). CtaD de 69 kDa, es la subunidad | y contiene los hemos a, as y
el centro Cug como grupos prostéticos. En esta subunidad se bombean protones fuera de la
célula y se reduce el oxigeno. La subunidad | y Il forman un nucleo funcional, los electrones del
citocromo c de la subunidad Il son transferidos via el hemo a y el centro Cua al centro binuclear
formado por el hemo asy el centro Cusg, y de aqui al oxigeno. Ctak de 23 kDa es la subunidad llI,
CtaF de 13 kDa es la subunidad IV (Sonenshein y cols., 2002) y CtaG es una proteina hidrofébica
de 34 kDa, las tres de funcidon desconocida. La suma de las subunidades dan una masa molecular
de 145 kDa para el monémero del complejo, calculado a partir del genoma (Sonenshein y cols.,
2002, http://genolist.pasteur.fr/Subtilist/).

¢ Quinol oxidasa aa;

La quinol oxidasa aas pertenece a la super familia de las hemo-cobre oxidasas bombeadoras de
protones (Azarkina y cols., 1999). Su pico a de maxima de absorcién esta localizado a 600 nm
correspondiente a un citocromo a (Santanay cols., 1992). Cuatro genes estructurales, goxABCD,
son requeridos para su expresion (Winstedt y Wachenfeldt, 2000). QoxB de 74 kDa es la
subunidad I, denominada citocromo as, con un hemo a, un hemo asy el centro Cug donde ocurre
el bombeo de protones y la reduccién de oxigeno. QoxA de 36 kDa es la subunidad Il a la que se
une el menaquinol, y a diferencia de la caas no contiene un centro Cua (Santanay cols., 1992 y
Sonenshein y cols., 2002). QoxC, de 23 kDa es la subunidad Il y puede estar involucrada en el
ensamblaje del complejo. QoxD de 14 kDa es la subunidad IV y contribuye al bombeo de
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protones (Sonenshein y cols., 2002). La masa molecular total del monémero de la enzima es de
147 kDa calculado a partir del genoma (http://genolist.pasteur.fr/Subtilist/).

++ Quinol oxidasa tipo bd

La quinol oxidasa bd pertenece a un grupo no relacionado con las hemo-cobre oxidasas. No
bombea protones ni contiene cobre. Su expresidn requiere de los genes cydA y cydB: CydA de
52 kDa, es la subunidad | con un hemo b de bajo espin, aqui se une el menaquinol; CydB de 38
kDa, es la subunidad Il en la cual se encuentra un hemo bsss de alto espin y un hemo d, en esta
subunidad se reduce el oxigeno (Sonenshein y cols., 2002). La masa molecular total para el
mondémero del complejo es de 90 kDa calculado a partir del genoma
(http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/). Dos genes adicionales, cydC y cydD posiblemente

codifican para un transportador de tipo ABC unido a la membrana (Winstedt y Wachenfeldt,
2000). Se ha propuesto que la funcidn de este transportador es la exportaciéon de los hemos
hacia el periplasma y que estas proteinas transportadoras CydCD estan involucradas en algunos
pasos post secretorios en la via de ensamblaje de proteinas secretadas y dominios extracelulares
de enzimas unidas a la membrana, posiblemente por alguna funcién de CydCD en mantener el
balance redox periplasmico (Jinemann. 1997).

Los picos a de los citocromos de esta oxidasa estan presentes a 626 nm de longitud de onda
para un hemo d que parece estar directamente involucrado en la unién del oxigeno, a 558 nm
para un hemo b de bajo espin, y a 595 nm que es un hemo b de alto espin (Winstedt y cols., 1998
y Jinemann, 1997).

Las quinol oxidasas bd presentan una baja sensibilidad al cianuro. Esta baja sensibilidad, con
cantidades mM necesarias para su inhibicion, es también observada con azida de sodio
(Jinemann, 1997).

En algunas bacterias se piensa que las quinol oxidasas bd sirven como oxidasas de alta afinidad
para soportar procesos que requieren energia bajo microaerobiosis y para proteger a los
procesos anaerdbicos de ser inhibidos por el oxigeno (Jinemann, 1997).

+» Quinol oxidasa tipo “bb”

Los genes ythA y ythB estan relacionados con las proteinas CbdA y CbdB de Bacillus
stearothermophilus, los cuales constituyen una oxidasa terminal de tipo bd. ythAy ythB podrian
codificar para una oxidasa terminal relacionada a las oxidas tipo bd (Winstedt y Wachenfeldt,
2000). La masa molecular de las subunidades YthA y YthB es de 48.49 y 38.68 kDa
respectivamente, dando una masa molecular de 87.17 kDa calculada a partir del genoma, para
el mondmero de la enzima (http://genolist.pasteur.fr/Subtilist/).

+» Los stper complejos en la cadena respiratoria bacteriana

La organizacién de los complejos de la cadena respiratoria en estructuras supramoleculares
llamadas super complejos ha sido reportada en eucariontes (Genova y Lenaz., 2014), y
procariontes (Magalon y cols., 2012). Se ha propuesto que estos super complejos mejoran la
transferencia de electrones por la canalizacion de sustratos, por ejemplo de quinona/quinol
entre el complejo | y Il en mitocondrias, lo que ya ha sido probado experimentalmente (Nibel
y cols., 2009). Los stuper complejos también ayudan a regular la produccién de especies reactivas
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de oxigeno (Diaz y cols., 2012), a estabilizar los complejos individuales (Acin-Pérez y cols., 2004),
a influir en la ultraestructura de la membrana interna mitocondrial (Davies y cols., 2011) y a
ampliar la capacidad de insercién de proteinas de la membrana interna mitocondrial (Sousa y
cols., 2013).

++» Organismos en ddnde se han encontrado super complejos

Los super complejos han sido reportados en mitocondrias de plantas (super complejo I+lll; en
Zea mays, Peters y cols., 2008), hongos (super complejos lll,+IV y 1,41V, en Saccharomyces
cerevisiae, Heinemeyer y cols., 2007) y animales (super complejos I+lll; y I+lll>+IV en bovino,
Schafer y cols., 2006). También se han obtenido dimeros de la ATPsintasa en mitocondrias de
hongos (S. cerevisiae, Arnold y cols., 1998), plantas (papa, Bultema y cols., 2009) y mamiferos
(bovino y rata, Strauss y cols., 2008), sin embargo, hasta la fecha, no hay evidencia de una
asociacion de esta enzima con otro complejo de la cadena respiratoria (Sousa y cols., 2013). Se
han detectado también, super complejos en eubacterias Gram positivas, Gram negativas y en
arqueas (Niebisch y Bott. 2003). A continuacion se mencionan algunos ejemplos:

En Bacillus PS3 el complejo bc; y la citocromo oxidasa aas pueden ser obtenidos como un stper
complejo si las membranas de la bacteria son solubilizadas con colato, desoxicolato mas LiCl y
después estas membranas tratadas son solubilizadas con MEGA 9 y cargadas a una
cromatografia DEAE-Toyopearl. El siper complejo muestra actividad de quinol oxidasa y una
masa molecular de 380 kDa que es razonable si se habla de una asociacién 1:1 entre el complejo
bc; y la citocromo oxidasa aas, sugiriendo que el siper complejo no es un artificio experimental
producto de una orientacion al azar, sino una unidad funcional in vivo asociada en la orientacion
correcta (Soney cols., 1987).

En la bacteria Gram positiva Corynebacterium glutamicum, se encontrd que el segundo hemo
del citocromo c¢; del complejo bc; se hace cargo de la funcidn de un citocromo c independiente
de la transferencia de electrones a la citocromo oxidasa aas. Tal funcién podria requerir un
contacto intimo entre el citocromo c; y el Cu,, sitio de entrada de los electrones en la subunidad
Il de la citocromo oxidasa aas, indicando que el complejo bc; y la citocromo oxidasa aas estdn
formando un stper complejo (Niebisch y Bott. 2003).

En la bacteria Gram negativa Paracoccus denitrificans, el complejo | es muy fragil al ser
purificado después de solubilizarlo con detergentes, mientras que el super complejo I+llI+IV es
muy estable. Esto se pudo observar al utilizar mutantes carentes del complejo lll 0 IV, en donde
la actividad del complejo | fue mas baja ya que se redujo su estabilidad, en comparacién con el
complejo de P. denitrificans silvestre. Ademas, los intentos por aislar al complejo de las mutantes
carentes del complejo Ill o IV llevaron a la pérdida total de la actividad del complejo | (Nibel y
cols., 2009).

+»+ Los stper complejos en B. subtilis

En el 2012 Garcia y colaboradores reportaron un stiper complejo formado por la caas, el
complejo bsc y el csso (bsc+caas+cssp) y succinato deshidrogenasa mas nitrato reductasa
(SDH+NAR) y evidencias de la presencia de los stper complejos bsc+caas+ATPsintasa, SDH+aas
y aas+ATPsintasa, utilizando analisis de geles de poliacrilamida claros nativos de alta resolucién
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(hrCNE) y geles azules nativos (BNE) analizados posteriormente por geles de SDS de segunda
dimension (2D-SDS-PAGE) y por espectrometria de masas.

Sousa y colaboradores en el 2013 confirmaron los super complejos bsct+caas y SDH+NAR
propuestos por Garcia y colaboradores en el 2012. Ademas propusieron evidencia para una
nueva oligomerizacion del siper complejo bgc+caas mediante actividades en geles azules nativos
(BNE) y lo corroboraron por analisis de espectrometria de masas.

En resultados preliminares en nuestro laboratorio, realizando cromatografias de intercambio
idnico y analisis de segunda dimension de geles hrCNE, se confirmé la presencia de los super
complejos bsc+caas y SDH+NAR en B. subtilis. Con estos resultados se concluyé que las
asociaciones de los sUper complejos son estables aun después de la solubilizacién de las
tésido (DDM), en presencia de 100 mM de NaCl y
después de una cromatografia. También se obtuvieron evidencias de otros super complejos:

membranas con el detergente dodecil ma
SDH+aas y bsc+caas+ATPsintasa.

Para este trabajo se utilizé a la mutante de B. subtilis LUW46 (AqoxABCD::Kan) carente de la
quinol oxidasa aas (Winstedt y Wachenfeldt, 2000) donada amablemente por el Dr. Claes von
Wachendfeldt de la Universidad de Lund, Suecia. Debido a que el complejo bsc, la citocromo ¢
oxidasa caas y la quinol oxidasaaas son los Unicos tres complejos que translocan protones a
través de la membrana citoplasmica, supusimos que al eliminar a la quinol oxidasa aas,
sabriamos si existe el siper complejo bsc+caas+ATPsintasa al forzar su formacidn, si hay una
asociacién SDH+aas y si la SDH es afectada por la falta de la aas, asi como la posible presencia
de otros super complejos (Figura 3).

Complejo bsc i )
qcrABC \

NADH NAD*

caa;
[o0) ¢
ctaCDEF

) 4

NADH bd’

Deshidrogenasa d Poza MQ-7 % QoX

yilD cydABCD

succinato \
Succinato
deshidrogenasa

2H,0

sajeuwIay
sesepixQ

0,
4H*

sdhABC

fumarato

Glicero-fosfato
deshidrogenasa
glpD Nitrato
nar reductasa

ﬁ narGHIJ

glicerol-3-  dihidroxiacetona
fosfato fosfato

Figura 3. Esquema de la cadena respiratoria de B. subtilis y de la mutante LUW46 (AqoxABCD::Kan), carente de la
quinol oxidasa aas.
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Hipétesis

Si se utiliza a B. subtilis LUW46 (AqoxABCD::Kan) carente de la quinol oxidasa aas, entonces se
forzard la formacion del super complejo bsc+caas+csso, y ademas se podrian exponer otros super
complejos alin no reportados.

Objetivo

Analizar el efecto de la ausencia de la quinol oxidasa aas en B. subtilis LUWA46 (AqoxABCD::Kan),
tanto en la actividad, estabilidad como el ensamblaje de los super complejos bsc+caas y
SDH+NAR, y confirmar o descartar la existencia de los super complejos bsc+caas+ATPsintasa y
SDH+aas, asi como otros super complejos que se hagan mads evidentes por la carencia de la
quinol oxidasa aas.
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Materiales y métodos

+* Curva de crecimiento de B. subtilis 168 y la mutante LUW46:

B. subtilis 168 (168) se adquirié del Bacillus Genetic Stock Center (Ohio State University) y la
mutante B. subtilis LUW46 AqoxABCD::kan (LUWA46) (carente de quinol oxidasa tipo aas) fue
donada amablemente por el Dr. Claes von Wachendfeldt de la Universidad de Lund, Suecia.

Se realizaron curvas de crecimiento durante 23.5 h para las cepas 168 y la LUW46, en medio
super rico (MSR) (2.5 % Bacto-triptona, 2.0 % extracto de levadura, 0.3 % K,HPQ,), adicionado
con 3.0 % de succinato y 300 pL/L de solucién de micronutrientes (2.2 % MnCl,, 0.5 % ZnSOs-
7H,0, 0.5 % H3BOs3, 0.016 % CuS0,4-5H,0, 0.025 % Na;Mo004-2H,0, 0.46 % Co(NOs),-6H,0 y 0.5
% (v/v) H,SO4 concentrado) (Henning y cols., 1995). Las cepas se sembraron en cajas frescas de
medio LB agar y se crecieron durante toda la noche a 37°C. En el caso de la mutante LUW46, la
caja contenia kanamicina a una concentracion final de 5 pg/mL.

Se prepararon indculos de 3.5 mL de medio MSR suplementado con 3.0 % de succinato, 300 pL/L
de micronutrientes y 2.5 ug/mL de kanamicina (en el caso de la LUW46). Se incubaron toda la
noche a 37°Cy en agitacién a 200 rpm. A los indculos se les midid la densidad dptica a 600 nm
(D. 0. 600) y se realizaron los cdlculos para saber cudntos mL del inéculo se tenian que vaciar en
matraces de 500 mL con 100 mL de medio MSR ya preparado y con 2.5 pg/mL de kanamicina
(en el caso de la LUW46). La curva de crecimiento se comenzd con una D. O. 600 de 0.01-0.05
de absorbancia. A los medios inoculados se les midié la D. O. 600 (absorbancia inicial) y se
incubaron a 37°Cy en agitacién a 200 rpm.

Cada hora se tomaron 600 uL de los matraces y se midieron a una D. O. 600 durante 8 hy una
ultima medicién a 23.5 h. Los datos obtenidos se graficaron como tiempo contra D. O. 600 en
escala de logaritmo base 10. Estas curvas de crecimiento se realizaron dos veces.

+* Crecimiento de B. subtilis 168 y la mutante LUW46:
Para el crecimiento de la 168 y la LUW46 se repitid el procedimiento mencionado arriba
creciendo a las bacterias durante 23 h, a 37°C agitando a 200 rpm (Henning y cols., 1995).

++ Cosecha de cultivos de B. subtilis 168 y la mutante LUW46:

A las 23 h se midié la D. 0. 600 del medio tomando 100 pL del cultivo y 900 pL de MSR, en la
cual el valor éptimo fue de 4.0 de absorbancia o superior. Después el medio se centrifugd 20
min a 4324 x g (5000 rpm) en una centrifuga Sorvall Evolution RC con el rotor GSA. El
sobrenadante se decantd y la pastilla se resuspendié en un amortiguador de 100 mM de fosfatos
de potasio pH 6.6 y se centrifugd en el rotor SS-34 de la centrifuga Sorvall Evolution RC por 10
min a 8243 x g. El sobrenadante nuevamente se decantd, la pastilla se pesé y se guardd a -20°C
(Konings y Freese, 1972).

+» Obtencién de membranas de B. subtilis 168 y la mutante LUW46:

Las membranas se obtuvieron por el método de lisis celular usando 30 g de peso humedo de
bacterias almacenadas a -20°C, por vez (este proceso se realizé varias veces). Las células se
resuspendieron en amortiguador de 50 mM fosfatos de potasio pH 8.0 y se afiadi6 0.1-0.15 mM
de hidrocloruro de 4-(2-Aminoetil) benzenosulfonil fluoruro (AEBSF), como inhibidor de
proteasas. Después se les agregd 0.3 g/L de lisozima, 10 mg/L de DNAsa y 10 mg/L de RNAsa y

21



se incubaron durante 15 min a 37°C con una velocidad de agitacion de 140 rpm. Posteriormente
se les puso 10 mM final de sulfato de magnesio (MgS0,) y 10 mL de una mezcla de inhibidores
de proteasas (250 de mM e-aminocaprdico y 2 mM de EDTA), por cada 500 mL, incubando a
37°Cpor 2 miny se les agregd MgS0, a una concentracion final de 20 mM. Lo siguiente se realizd
a 4°C. Las membranas se centrifugaron a 4340 x g (5000 rpm) por 20 min con el rotor GSA. Los
sobrenadantes se juntaron y se volvieron a centrifugar por 42 min a 21006 x g (11000 rpm) en
el rotor GSA. El sobrenadante se decantd y las membranas se resuspendieron con 100 mM
amortiguador de fosfatos de potasio pH 6.6; después se centrifugaron durante 15 min a 28980
X g (15000 rpm) en el rotor SS-34. La pastilla se resuspendié en el volumen minimo con el mismo
amortiguador de fosfatos de potasio, se midid el volumen y se agregé glicerol en una proporcion
1:1, 1 mM final de AEBSF y mezcla de inhibidores de proteasas. Las membranas se congelaron
en nitrogeno liquido y se guardaron a -70°C (Hagerhall y cols., 1992 y Hederstedt, 1986).

/7

+» Solubilizacion de las membranas de B. subtilis 168 y la mutante LUW46 con dodecil
maltésido:

Se tomaron 500 mg de proteina de membrana de células de B. subtilis 168 y la LUW46 y se
diluyeron en amortiguador Bs (50 mM Tris HCl pH 8.0 a 4°C y 1 mM MgSQ,), para lavarlas y
eliminar el glicerol. Se centrifugaron a 21767 x g (13000 rpm) en el rotor SS-34 a 4°C durante 30
min. Pasado este tiempo se desechd el sobrenadante y la pastilla se resuspendid en el volumen
minimo necesario con amortiguador Bs. Terminado este paso la pastilla se diluyé a una
concentracién de 10 mg/mL de proteina con Bs, y se le agregd la mezcla de inhibidores de
proteasas (250 mM g-aminocaprdico, 2 mM EDTA), 10 mL por cada 500 mL, 1 mM final de AEBSF,
coctel de inhibidores de Sigma en pastilla (No. de catdlogo S8830-20TAB) 10X (2.5mL por cada
50 mL), 1.5mg DDM/mg proteina (a partir de una solucion madre de 200ug/ul) y 100 mM final
de NaCl (Ljungdahly cols., 1987). Lo anterior se coloco en agitacion durante 1 h a 4° C. La muestra
se centrifugd a 204120 x g (45000 rpm) por 1 h a4° C con el rotor Sorvall T875 en una centrifuga
Sorvall Ultra Pro 80. El sobrenadante se colectd sin la capa blanca de lipidos, se midié el volumen
final y se agregaron los inhibidores de proteasas (1 mM final de AEBSF y la mezcla de
inhibidores). El sobrenadante se dializd toda la noche a 4°C utilizando una membrana para
dialisis Spectra/por de 3,500 de abertura de peso molecular con 100 volimenes de B3 con
respecto al sobrenadante, manteniendo una agitacidon constante. Al dia siguiente, el dializado
se saco de la membrana y se cargd a la columna.

¢+ Cromatografia de intercambio idnico del sobrenadante del solubilizado de las membranas
de B. subtilis 168 y la mutante LUW46:
La resina DEAE-Biogel A de BioRad se empaquetd en la columna y se montd en una bomba
ECONO GRADIENT PUMP de BioRad y se equilibré con 10 volimenes de amortiguador B; mas
0.1mg/mL de DDM. Una vez cargada la muestra, se realizé un lavado de 10 mL con amortiguador
Bs seguido de: 2 voliumenes de columna de B; mas 10 mM de NaCl, 3 volimenes de columna de
B; mds 40 mM de NacCl, 2 volimenes de columna de B; mas 100 mM de NaCl, un gradiente de 6
volimenes de columna de B3 mas 100 a 500 mM de NaCl, y un 1 volumen de columna mas con
Bs mdas 500 mM de NaCl. Al finalizar se hizo un perfil de absorcidn de la cromatografia midiendo
los tubos a 280 y 415nm, para proteina y citocromo, respectivamente que fueron colectados con
un Biologic Biofrac Fracction Collector de Bio Rad. La velocidad del colector fue de 0.6 mL/min
en el dia y a 0.3 mL/min para poder ajustarse durante la noche. El volumen de los tubos fue de
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8 mL. A las fracciones con mayor absorbancia se les hicieron espectros diferenciales reducidos
con ditionita menos oxidados. Las fracciones similares se juntarony se les agregaron inhibidores
de proteasas (0.1 mM de AEBSF y mezcla de inhibidores) y 0.1 mg/mL de DDM. Las fracciones
se concentraron al volumen minimo posible en centricones Millipore Amicon Ultra de 10 MWCO
de celulosa regenerada, de 15 mL, centrifugandolos a 1715 x g (3500 rpm) en una centrifuga
HERMLE Z 383 K a 4°C con el rotor 220.78 V02. A las muestras ya concentradas se les anadié
glicerol en una proporcién 1:1, 1 mM de AEBSF y la mezcla de inhibidores de proteasas (Kutoh y
Sone, 1988).

‘0

% Obtencidon de espectros de absorcion de las muestras:

Los espectros de absorcion se obtuvieron para las membranas, el solubilizado, el sobrenadante,
y las fracciones de las cromatografias, utilizando un espectrofotémetro DW2 Aminco con
modernizacidn de OLIS. Se corrié una linea base de 400 a 650 nm con amortiguador 100 mM de
fosfatos de potasio pH 6.6 para las membranas y amortiguador Bs para las fracciones obtenidas
de la solubilizacién y de las cromatografias. Se corrié un primer espectro para las muestras
oxidadas y después se utilizd ditionita para el espectro reducido. Posteriormente se obtuvo el
espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado). Para identificar y cuantificar a los
citocromos se usaron las longitudes de onda y coeficientes de extincién molar de la Tabla 1.
Después se obtuvo la concentracién relativa de nmoles/mg de proteina de los citocromos ¢, by
a, y sus cocientes estequiométricos para saber cuantos citocromos c por b, a por cy b por a tuvo
cada preparacion. A continuacion se sacaron los promedios de las concentraciones relativas y
los cocientes de los citocromos de las 3 preparaciones, se graficaron y se calcularon las
desviaciones estandar. Ademas se calculé el coeficiente de variacion (CV), para convertir las
desviaciones estandar en porcentajes para una mejor interpretacion del grado de variabilidad
que la desviacidn estandar tipica.

Tabla 1. Coeficientes de extincién molar de los citocromos c+c1, by a de la cadena respiratoria para B. subtilis (de Vrij
y cols., 1987).

Longitud de onda (nm) Coeficiente df ext_ilncién (€)
mM cm
Citocromo ¢ 550 19.10
Citocromo b 560 20.00
Citocromo a 600 16.50

¢ Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry modificado para proteina de
membranas:
Se construyo una curva patron con cantidades crecientes de albdmina sérica de bovino (ASB) de
0-20 pg. La curva, asi como las muestras problema se hicieron por duplicado. Se prepard una
solucion A fresca (20g/L Na,COs, 4g/L NaOH,4, 2g/L NaK tartrato de sodio-potasio y 1.0 % SDS)
que se mezclé con la solucién B (4.0 % CuSO, y agua bidestilada) en una proporcién 99 A: 1 B. Se
hizo una dilucién en agua de la muestra problema 1:100 (o como lo requirié cada muestra) y se
pusieron cantidades crecientes en diferentes tubos. Se afiadié agua hasta un volumen maximo
de 200 pl a todos los tubos. Se agregd 1 mL de la solucién A+B a todos los tubos, se mezclarony
se incubaron durante 10 minutos. Después se les afiadié el reactivo de Follin-Ciocalteau (dilucién
1:1 en agua), se mezclaron y se incubaron treinta minutos. Las absorbancias de los tubos se
leyeron en un espectrofotdmetro de la marca Biomate Thermo a 750nm. La concentracién de la
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muestra se determind por interpolacion de los valores de absorbancia frente a los mg de
proteina de cada tubo en la curva patron (Lowry y cols., 1951 y Markwell y cols., 1978).

++» Determinacion de la concentracidon de proteina por el método de UV:

Se tomaron 10 pL de membranas y se disolvieron en 990 uL de una solucién 0.6 % de SDS en
agua bidestilada. La mezcla se agité y se leyd en un espectrofotometro BioMate Thermo a 280
nm. Para los cdlculos se consideré que una absorbancia de 0.12 correspondia a 10 mg de
proteina/mL (Glick y Pon, 1995).

++ Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resolucién (primera dimensién):

Se corrieron electroforesis en geles claros nativos de alta resolucién (16 cm de alto por 16 cm
de ancho, por 1.5 mm de grosor). Se utilizé6 un amortiguador superior, a pH 7.0 (50 mM de
Tricina, 7.5 mM de Imidazol, 0.01 % de DDM y 0.05 % Desoxicolato) y un amortiguador inferior,
apH 7.0 (25 mM de Imidazol) (Wittig y cols., 2007). El gel se preparé como se muestra en la tabla
2.

Tabla 2. Composicion del gel concentrador al 4.0 % de acrilamida y del gel separador con un gradiente del 4.0 al
13.0 % de acrilamida.

Gel Condensador4% | Gelseparador4% | Gelseparadori13 %
Acrilamida 48%-bis acrilamida 1.5% 0.83 ml 1.03 ml 2.87 ml
Amortiguadordel gel 3X 2.99 ml 4.12 ml 3.53 ml
Glicerol 79.5% - - 2.63ml
Agua 6.11 ml 7.24 mi 1.56 ml
TEMED 6.00 pl 4.00 ul 4.00 ul
Persulfato de amonio 10% 48.5 pl 40.00 pl 40.00 pl

Volumenes para un gel de 16 cm de largo por 16 cm de ancho y con un grosor de 1.5 mm.

Se cargaron 100 ug de proteina de cada fraccion y se les agregé 0.01 % de rojo de Ponceau S
para tener un frente durante la electroforesis, 0.1 mM de AEBSF, 1 uL de coctel de inhibidores
de Sigma 10X por cada 10 pL de muestra y glicerol a una concentracién final del 16.66 %.

Un homogeneizado de corazdn de pollo se solubilizé con 0.08 mg de DDM/mg de proteina por
5 min, se centrifugd a 195149 x g (44000 rpm) en el rotor T875 y al sobrenadante obtenido se le
calculd la concentracién de proteina por el método de UV. Después a este sobrenadante se le
agregd 0.01 % de rojo de Ponceau S, 0.1 mM de AEBSF, 1 pL de coctel de inhibidores de Sigma
10X por cada 10 plL de muestra, glicerol a una concentracién final del 16.66 % cargandose en
cada carril 150 pg de proteina. Este homogeneizado se utilizd como marcador de masa
molecular. El gel se cargd a 4° Cy se corrid a4 mA durante 5 hy después a 8 mA por 12 h (Wittig
y cols., 2010).

/7

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

Los geles de primera dimensidn 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 1 h en el
amortiguador de 2D (2.5 % dodecil sulfato de sodio, 10.0 % glicerol, 62.5 mM de Trizma base y
10 mM Ditiotreitol (DTT)). Las tiras se secaron sobre de las placas de vidrio de 10 a 20 min y
después se prepararon los geles de segunda dimensién con un gel condensador al 4.0 % de
acrilamida, 0.13 % bis acrilamida, 745.03 mM 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 prepard al
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14.0 % de acrilamida, 0.4 % bis acrilamida, 996.34 mM 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 masa molecular pretefiidos marca Nippon Genetics con un rango 175 a 15
kDa. Se corrieron a 45 V durante tres horas y después a 120 V durante 12 h (Schagger y cols.
1994).

++ Tinciones de actividad catalitica de los complejos NADH deshidrogenasa, succinato
deshidrogenasa, complejo tipo bc, citocromo oxidasa y ATPasa:

Las tinciones de actividad catalitica fueron realizadas en los geles claros nativos de alta

resolucidn (hrCNE). Todos los ensayos se realizaron a temperatura ambiente.

Para la tincion de la NADH deshidrogenasa, se cortd la tira del gel deseada y se incubd en un
amortiguador 5 mM de Tris HCl pH 7.4 con 0.14 mM de NADH y 25 mg de NTB/10 mL del
amortiguador, de 10 a 15 min en agitacién constante y en obscuridad. Pasado el tiempo se retird
el amortiguador vy la tira se puso en una solucién fijadora (metanol 50.0 % y acido acético al 10.0
%).

Para la succinato deshidrogenasa, la tira del gel se incubd en amortiguador 5 mM de Tris HCI pH
7.4 con 20 mM de succinato de sodio pH 7.5, 0.2 mM de PMS disuelto en DMSO y 25 mg de
NTB/10 mL del amortiguador, de 20 a 30 min en agitacion constante y en obscuridad. Pasado el
tiempo se retiré el amortiguador vy la tira se puso en una solucion fijadora (metanol 50.0 % y
acido acético al 10.0 %).

Para la tincion del complejo bec, la tira de interés se incubd en amortiguador de 50 mM de
fosfatos de sodio pH 7.2 con 5 mg de diaminobenzidina/10 mL del amortiguador. La tira se
incubd de 1 a 2 h en agitacidén constante y en obscuridad. Pasado este tiempo la tira se puso en
solucién fijadora (metanol 50.0 % y acido acético al 10.0 %).

Para la tincién de la citocromo oxidasa, la tira de interés se incubé en amortiguador de 50 mM
de fosfatos de sodio pH 7.2 con 5 mg de diaminobenzidina/10 mL del amortiguador mas 50 uM
final de citocromo c de caballo de Sigma (No. de catalogo C2506). La tira se incub6 de 1a2 hen
agitacién constante y en obscuridad. Pasado este tiempo la tira se puso en solucidn fijadora
(metanol 50.0 % y 4cido acético al 10.0 %).

Para la tincidn de la ATPasa, la tira de interés se preincubd en amortiguador con 35 mM de Tris
y 270 mM de glicina, por 2 h. Una vez preincubada la tira, se retira el amortiguador y se pone en
amortiguador de andlisis con 35 mM de Tris, 270 mM de glicina, 14 mM de MgSQ,, 0.2 % final
de Pb (NOs); y 8 mM de ATP durante 1 dia en agitacion constante y en obscuridad. Para detener
la reaccidn, la tira se puso en metanol al 50 % durante 30 min (Wittig y cols., 2007).

R/

+*+ Tincion con azul de Coomassie:

Se prepard la solucidn de azul de Coomasie con metanol al 50 %, acido acético al 7.0 % y azul
brillante de Coomasie R al 0.2 %. Los geles se sumergieron en esta solucion durante 1 h. Después
se revelaron con una solucion de metanol al 50.0 % por 30 min y posteriormente con una
solucién destefiidora (etanol al 25.0 %, acido acético al 7.0 %) hasta quitar el fondo azul del gel
(Laemmli, 1970).
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+» Anidlisis de geles de 1D

Los geles se realizaron por triplicado y fueron analizados mediante densitometrias con el
programa Imagel (Schneider y cols., 2012, http://imagej.nih.gov/ii/). Se calculé el drea bajo cada
pico utilizando pixeles como unidades. También se calculé la masa molecular de cada banda

utilizando como marcadores al homogeneizado de corazén de pollo. Las masas moleculares de
los complejos del homogeneizado de corazén de pollo fueron tomados de Wittig vy
colaboradores, 2010. Después de obtener las areas de actividad y las masas moleculares de
todos los geles con sus repeticiones, se tomaron en cuenta aquellas bandas que aparecieron
como minimo en dos de las tres repeticiones. Cada una de las fracciones se analizé
individualmente. Se asignd una linea para cada banda de actividad identificada con las letras N
(NDH), S (SDH), B (bsc), C (caas) y A (ATPasa) segun la tincion. Estas bandas se numeraron de
arriba hacia abajo en orden de aparicién, donde el nimero 1 correspondié a la banda de mayor
masa molecular en el carril. Si una banda coincidié con la actividad de otro complejo respiratorio
también se le puso la letra de ese complejo. Del lado derecho se puso la fraccion tefiida con azul
de Coomassie con lineas correspondientes a las bandas obtenidas en los geles tefiidos para la
actividad de los complejos respiratorios.

+* Tincién de geles con tetrametilbenzidina (TMBZ):

Se prepard una solucidén fresca de 6.3 mM de TMBZ en metanol y se mezclaron tres partes de
bencidina-metanol con 7 partes de 250 mM de acetato de sodio pH 5.0. Los geles se sumergieron
en esta mezcla en agitacidon y en obscuridad de 1 a 2 h. Pasado este tiempo se les agregd H,0; a
una concentracion final de 30 mM. La tincién fue visible a los 3 min y se incrementd hasta los 30
min. Los geles se pusieron en una mezcla de 3 partes de isopropanol y 7 partes de 250 mM
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 0.2 nmoles de citocromo ¢ de caballo mezclado con los
marcadores de masa molecular como control positivo para esta tincion.
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Resultados
+* Curva de crecimiento de B. subtilis 168 y la mutante B. subtilis LUW46
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Figura 4. Curva de crecimiento representativa de la 168 y la LUW46 hasta las 23.5 h en MSR adicionado con 3.0 % de
succinato y con 2.5 pg/mlL kanamicina (en el caso de la LUW46).

Tabla 3. Tiempos de duplicacién en minutos, calculados en la fase exponencial de las curvas de crecimiento de la 168
y la LUW46 por duplicado (Figura 4). En la dltima columna se muestra el promedio de ambas repeticiones con sus
desviaciones estandar (DS).

Tiempo de duplicacion (Minutos)

Promedios y Desviaciones
Primera preparacion Segunda preparacion estandar
B. subtilis 168 18.0 12.0 15.0 (DS 4.2)
B. subtilis LUWA46 24.0 23.4 23.7 (DS 0.4)

En la figura 4 se muestran las curvas de crecimiento representativas de B. subtilis 168 (a partir
de este momento serd abreviada como la 168) y la mutante B. subtilis LUW46 (nombrada
simplemente LUWA46). La fase exponencial de crecimiento terminé a las 4 h tanto en la 168 como
en la LUWA46. En la tabla 3 se muestran los valores de los tiempos de duplicacién calculados en
la fase exponencial, donde la 168 tuvo un valor menor que la mutante, por tanto la 168 crecié
mas rapido en esta fase. A las 23.5 h la LUWA46 alcanzé la misma densidad dptica que la 168, lo
que indicé que la mutacién no afecté el crecimiento de la bacteria durante la fase estacionaria.
Las curvas de crecimiento se realizaron por duplicado.

R/

+» Crecimiento y obtencion de membranas de B. subtilis 168 y la mutante LUW46

Tabla 4. g de bacterias por L de medio, y mg de proteina de membrana por g de bacteria, obtenidos de las 3
preparaciones de la 168 y la LUW46 en este trabajo. En la parte inferior de la tabla se muestran los promedios y
desviaciones estandar de los datos (DS).

Cepa Preparacion g de bacteria /L de medio | mg de proteina de membrana/g de bacteria
1 12.9 8.6
B. subtilis 168 2 13.5 8.8
3 12.7 6.7
1 11.7 7.0
B. subtilis LUW46 2 10.5 15.0
3 10.6 15.4
B. subtilis 168 Promedios y Desviaciones 13.05 (DS 0.3) 8.03 (DS 1.1)
B. subtilis LUW46 estandar 10.98 (DS 0.6) 12.47 (DS 4.7)

El crecimiento de las bacterias y la obtencidn de membranas de la 168 y la LUW46 se hicieron
por triplicado, los resultados se muestran en la tabla 4. Para la 168 se obtuvo un crecimiento

28



promedio de g de bacteria/L de medio mayor al de la LUWA46, pero la LUW46 presenté un valor
mayor de mg/g de bacteria.

+»+ Identificacidn y cuantificacion de citocromos por medio de espectros de absorcion
% Membranas de B. subtilis 168
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Figura 5. A. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado) representativo de las tres preparaciones de
membranas de la 168, en un rango de 400 a 650 nm de longitud de onda, en el cual se observan los picos gama, beta

y alfa. B. Amplificacién del espectro en el rango de 500 a 650 nm de longitud de onda, donde se identificaron
citocromos tipo ¢ a 551 nm, citocromos tipo b a 560 nm y citocromos tipo a cercanos a los 600 nm. A. absorbancia.

Tabla 5. Datos de los citocromos ¢, b y a obtenidos de los espectros diferenciales (reducidos con Ditionita-Oxidado)
de las membranas de la 168: longitud de onda caracteristica, concentracion relativa (nmol por mg de proteina), y
cocientes de las estequiometrias de los citocromos c:b, a:c y b:a, calculados a partir de las concentraciones relativas.

Pico (Longitud de onda, ’ Cocientes de los
nmol/mg de proteina ;
nm) citocromos
citc cith | cita | citc | cith | cita c:b a:c b:a
B. subtilis 168 (1) | 551 560 600 1.9 1.4 0.8 1.3 0.4 1.6
B. subtilis 168 (2) | 551 560 601 1.2 1.0 0.6 1.2 0.4 1.7
B. subtilis 168 (3) 551 561 601 1.5 1.3 0.6 1.1 0.4 2.0

Los espectros diferenciales fueron obtenidos de la resta de los espectros reducidos con ditionita
menos oxidados, realizados para las tres preparaciones individuales de las membranas de la 168.
En la figura 5A se muestra el espectro representativo de las membranas aisladas, que tuvieron
los mismos picos de longitudes de onda tanto en la region gama (400-450 nm de longitud de
onda), beta (500-540 nm de longitud de onda) como alfa (550-600 nm de longitud de onda). En
la figura 5B se amplificd el espectro diferencial en el rango de 500 a 650 nm de longitud de onda,
para apreciar mejor los picos alfa de cada citocromo. Los picos identificados se muestran en la
tabla 5: a 551 nm un maximo para citocromos tipo ¢, a 560 nm un maximo para citocromos tipo
by a 600 nm un maximo para citocromos tipo a.
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Figura 6. Promedio de las concentraciones relativas (nmol/mg de proteina) de los citocromos ¢, b y a, de las tres
preparaciones independientes de membranas de la 168 con sus respectivas desviaciones estandar (los valores de las

desviaciones se muestran en la tabla 6).

Tabla 6. Promedios de las concentraciones relativas de citocromos (nmol/mg de proteina), desviaciones estandar (DS)
y sus coeficientes de variacién (CV) de los citocromos ¢, b y a de las tres preparaciones de membranas de B. subtilis
168.

B. subtilis 168
citc cith cita
nmol/mg de proteina 1.5 1.2 0.7
CV (%) 20.6 16.1 21.0
DS 0.3 0.2 0.1

Para conocerlas abundancias de citocromos se graficaron los promedios de las concentraciones
relativas para los citocromos ¢, b y a, de las tres preparaciones de membranas, obteniendo su
desviacidn estandar y el coeficiente de variacion (que expresa a la deviacién estandar como
porcentaje). Entre mayor sea el valor del coeficiente de variacidn, mayor sera la heterogeneidad
de los datos (Figura 6).

Tanto en la figura 6 como en la tabla 6 se muestra que los citocromos ¢ tuvieron la mayor
concentracion relativa, seguidos de los citocromos b y después por los citocromos a. Esta
tendencia se mantuvo en cada repeticién con coeficientes de variacion menores al 22.0 %,
indicando poca variaciéon entre las tres preparaciones.

2.00 4
1.50 -

1.00 -

Cocientes

0.50 -

cbh a:c b:a

0.00

Figura 7. Cocientes de los citocromos c:b, a:cy b:a. Promedios de tres preparaciones independientes de membranas
de la 168 con sus desviaciones estandar (valores mostrados en la tabla 7).
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Tabla 7. Promedios de los cocientes de los citocromos c:b, a:cy b:a, desviacion estandar (DS) y coeficiente de variacién
(CV) de las tres preparaciones de membranas.

B. subtilis 168
c:b a:c b:a
Cocientes 1.2 0.4 1.7
CV (%) 7.7 5.9 12.3
DS 0.09 0.02 0.2

En la figura 7 se graficaron los promedios de los cocientes de los citocromos c:b, a:cy b:a de las
tres preparaciones de membranas. Las relaciones entre las concentraciones relativas de
citocromos, se mantuvieron similares en las tres preparaciones. Como se muestra en la tabla 7,
los coeficientes de variaciéon fueron menores al 13.0 % indicando desviaciones estandar
pequenas.

«* Membranas de B. subtilis LUW46
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Figura 8. A. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de las tres preparaciones de
membranas de la LUWA46, en un rango de 400 a 650 nm de longitud de onda, en el cual se observan los picos gama,
beta y alfa que fueron iguales para las tres preparaciones. B. Amplificacion de 500 a 650 nm de longitud de onda, del
espectro diferencial donde se identificaron a 551 nm, citocromos tipo ¢, a 560 nm, citocromos tipo b y a 605 nm,
citocromos tipo a, corroborando el fenotipo de esta mutante carente de la aas. A. absorbancia.

Tabla 8. Datos de los citocromos ¢, b y a obtenidos de los espectros diferenciales (reducidos con Ditionita-Oxidado)
de tres preparaciones independientes de membranas de la LUWA46: longitud de onda caracteristica, concentracion
relativa (nmol por mg de proteina), y cocientes de los citocromos c:b, a:c y b:a, calculados a partir de las
concentraciones relativas de cada citocromo.

Pico (Longitud de p Cocientes de los
nmol/mg de proteina .
onda, nm) citocromos
citc | citb | cita | citc | cith | cita cb a:c b:a
B. subtilis LUW46 (1) | 551 560 603 1.5 1.3 0.2 1.1 0.1 6.6
B. subtilis LUW46 (2) | 551 560 604 1.04 0.9 0.2 1.1 0.1 4.5
B. subtilis LUW46 (3) | 551 560 604 0.8 0.7 0.1 1.1 0.1 5.0

Al igual que para la 168, se obtuvieron espectros diferenciales de absorcién, en un rango de 400
a 650 nm de longitud de onda, de las tres preparaciones de membranas de la LUW46 como se
muestra en la figura 8A. Tanto en la regidn de los picos gama, beta como alfa se identificaron los
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mismos citocromos para las tres preparaciones. En la figura 8B se hizo una amplificacion del
espectro, en el rango de 500 a 650 nm de longitud de onda, donde se identificaron los siguientes
maximos de absorcion (Tabla 8) a 551 nm de longitud de onda, un maximo para citocromos tipo
¢, a 560 nm un maximo para citocromos b y un maximo a 605 nm para citocromos tipo a, éste
ultimo que corresponde al citocromo a de la caas confirmando la carencia de la aas en ésta
mutante.
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Figura 9. Promedio de las concentraciones relativas (nmol/mg de proteina) de los citocromos ¢, b y a, de las tres
preparaciones independientes de membranas de la LUW46 con sus respectivas desviaciones estandar (los valores de
las desviaciones se muestran en la tabla 9).

Tabla 9. Promedios de las concentraciones relativas de citocromos (nmol/mg de proteina), desviaciones estandar (DS)
y sus coeficientes de variacion (CV) de los citocromos ¢, b y a de las tres preparaciones de membranas.

B. subtilis LUWA46
citc citb cita
nmol/mg de proteina 1.1 0.9 0.1
CV (%) 30.9 32.3 18.3
DS 0.3 0.3 0.03

En cuanto a abundancia de citocromos, en la figura 9 se presenta la gréfica de los promedios de
las concentraciones relativas de los citocromos ¢, b y a, de las tres preparaciones de membranas
de la LUW46. En la figura 9 y en la tabla 9 se muestra que los citocromos c tuvieron la mayor
concentracién relativa, seguidos de los citocromos b y después por los citocromos a. Esta
disposicidon se mantuvo en cada repeticidn de la preparacién de membranas de la LUW46, con
CV de las desviaciones estandar menores al 31 %.

7.00
6.00 -
5.00 -
4,00 -
3.00 +

Cocientes

2.00 +
1.00 -

cb a:c b:a

0.00

Figura 10. Cocientes de los citocromos c:b, a:cy b:a. Promedio de tres preparaciones independientes de membranas
de la LUW46 con sus desviaciones estandar (valores mostrados en la tabla 10).
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Tabla 10. Promedios de los cocientes de los citocromos c:b, a:c y b:a, desviacion estandar (DS) y su coeficiente de
variacién (CV) de las tres preparaciones de membranas.

B. subtilis LUW46
chb a:c b:a
Cocientes 1.1 0.1 5.4
CV (%) 1.3 18.3 21.06
DS 0.01 0.03 1.1

De igual manera, en la figura 10 se graficaron los promedios de los cocientes de los citocromos
c:b, a:cy b:a de las tres preparaciones de membranas. Las relaciones entre las concentraciones
relativas de citocromos se mantuvieron semejantes en las tres preparaciones. En la tabla 10 se
muestran los coeficientes de variacién de las desviaciones estandar que fueron menores al 22.0
%, por lo que los datos presentaron pocas variaciones entre cada repeticion.

+» Comparacién de los espectros de diferenciales de absorcion de las membranas de B.
subtilis 168 y la mutante LUW46

.. ——— B. subtilis 168
A Regién y 400-450 nm
Pico correspondiente a ——— B. subtilis LUW46
442 nm 4+ la aa,

Region a 550-600 nm
Region B 500-540 nm

400 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

B ~————B. subtilis 168
——— B. subtilis LUW46

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

c Picos a (Longitud de
onda, nm)

citc | cith cita
B. subtilis 168 551 560 601
B. subtilis LUW46 | 551 560 604

Figura 11. A. Comparacion de los espectros diferenciales de absorcidn (reducidos con ditionita menos oxidado), de la
168 y la LUW46, en el rango de 400 a 650 nm de longitud de onda. Se aprecia una marcada disminucién del pico gama
a422 nm, en la LUW46 en comparacién con la 168. B. Amplificacion de los espectros de 500 a 650 nm de longitud de
onda, donde hubo una disminucién y corrimiento del maximo para el citocromo a de la LUW46 hacia los 605 nm
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correspondiente a la caas. C. Comparacion de las longitudes de onda de los citocromos ¢, by a de la 168 y la LUWA46.
A. absorbancia.

En la figura 11A se compararon los espectros diferenciales de las membranas de la 168 y la
LUW46, lo que nos permitié apreciar una diferencia entre los picos gama. En la LUWA46, el
maximo a 422 nm de longitud de onda, disminuyd en un 53.36 % del delta de absorbancia en
comparacién con la 168. En la figura 11B se amplificé el espectro en un rango de 500 a 650 nm
de longitud de onda, para apreciar mejor la diferencia entre los picos alfa de los citocromos ¢, b
y a. Los citocromos a de la LUWA46 presentaron una disminucidn del 75.0 % en comparacién con
la 168, y un corrimiento hacia los 605 nm correspondientes al citocromo a de la caas, como se
muestra en la figura 11By 11C.

A Comparacion de la 168 y la LUW46

£

T 15

5

o

3 nmol/mg de proteina

Eos citc | cith | cita

o

E B. subtilis 168 1.5 1.2 0.7
B. subtilis LUWA46| 1.1 0.9 0.1

citc cith cita
W B. subtilis 168 m B. subtilis LUW46

Figura 12. A. Comparacién de los promedios de las concentraciones relativas (nmol/mg de proteina) de los citocromos
¢, by a de las membranas de la 168 y la LUW46. B. Tabla de los promedios de las concentraciones relativas de los
citocromos.

A Comparacion de la 168 y la LUW46
7.00
6.00 -
, 500

T:' 4.00 - B Cocientes

§ 3.00 - cb | cith | cita
2.00 1 B. subtilis168 | 1.2 | 0.4 | 1.7
- B. subtilisLUW46| 1.1 | 0.1 | 5.4

cb a:c b:a

B B. subtilis 168 M B. subtilis LUW46

Figura 13. A. Comparacion de los cocientes de los citocromos c:b, a:c y b:a de los promedios de tres preparaciones
independientes de membranas de la 168 y de la LUW46. B. Tabla de los promedios de los cocientes de los citocromos.

Por otro lado, en la figura 12 se compararon las concentraciones relativas de los citocromos ¢, b
y a. Los citocromos c y b de la LUW46 tuvieron una disminucién de la concentracion relativa del
28.9y 22.0 % respectivamente, mientras que los citocromos a tuvieron una disminucién del 75.0
% en comparacion con la 168. Esta disminucidn del citocromo a se aprecié mejor al comparar
los cocientes a:c y b:a de las tres preparaciones de membranas como se muestra en la figura
13.
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+«+ Analisis de las fracciones obtenidas de las cromatografias de intercambio idnico del
solubilizado de las membranas con dodecil maltésido
++ Perfil cromatografico de la 168

500 mM NaCl
B. subtilis 168

100-500 mM Nacl
25 4 162 175
10 mM Nacl 40 mM Nacl 100 mM Nacl
| 1 1 i

10 34 69

15

Absorbancia

0.5

o] 20 40 60 80

(| A J
\_'_J T Y Y
Complejo bc+caay SDH+aa,

Citocromo ¢ bec Fraccién 3 Fraccién4
on raccién
Fraccién 1 Fraccién 2

Figura 14. Perfil representativo de las cromatografias de membranas de la 168 solubilizadas con 1.5 mg de DDM por
mg de proteina, medido a 280 y 415 nm para absorbancia de proteina y citocromos, respectivamente. En la parte
superior del perfil se muestran los diferentes lavados con 10, 40, 100 mM de NaCl, el gradiente de 100 a 500 mM de
NaCl y un dltimo lavado de 500 mM de NaCl. También se indica el nimero de tubo en el que comenzd y terminé cada
lavado. En la parte inferior del perfil se muestran las fracciones ya concentradas y la identidad asignada a cada

fraccion.

En la figura 14 se muestra un perfil representativo de las cromatografias de tres preparaciones
independientes de membranas de la 168, solubilizadas con 1.5 mg de DDM por mg de proteina.
Los tres perfiles cromatograficos se compararon, mostrando el mismo patrén de maximos de
absorcién, y ademas obtenidos en concentraciones similares de NacCl.
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+» Perfil cromatografico de la LUW46

B. subtilis LUW46 500 mM NaCl
100-500 mM Nacl
162 172
10 mM Nacl 40 mM NacCl 100 mM Nacl

| t t t s

10 34 69 92
5.99
4.99

+—280 nm

Il —+—415nm
3.99

2.99 |

Absorbancia

1.99

0 20 40 60 30 100 120 140 160

Complejo
bec bgc+caas

Fraccién 2 Fraccion3 SDH+caa
Fraccion 4
Figura 15. Perfil representativo de las cromatografias de membranas de la LUWA46 solubilizadas con 1.5 mg de DDM
por mg de proteina, medido a 280 y 415 nm para absorbancia de proteina y citocromos, respectivamente. En la parte
superior se muestran los diferentes lavados con 10, 40, 100 mM de NaCl, el gradiente de 100 a 500 mM de NaCl y un
ultimo lavado de 500 mM de NaCl. También se indica el nimero de tubo en el que comenzd y terminé cada lavado.
En la parte inferior del perfil se muestran las fracciones ya concentradas y la identidad asignada a cada fraccion.

La figura 15 muestra el perfil representativo de las cromatografias de las tres preparaciones
independientes de membranas de la LUWA46, realizadas en las mismas condiciones que las de la
168. Se compararon los tres perfiles cromatograficos, los maximos de absorcién tuvieron un
patrdn similar y fueron obtenidos en concentraciones similares de NaCl.

Después de realizar espectros de absorcidén de todos los tubos correspondientes a los picos de
los perfiles cromatograficos, separarlos y concentrarlos, se obtuvieron cuatro fracciones finales
para las cromatografias de la 168 y tres fracciones para las cromatografias de la LUW46. Estas
fracciones se denominaron Citocromo ¢ 168, Complejo bsc 168, bsct+caas 168 y SDH+aa; 168
para B. subtilis 168 y Complejo bsc LUW46, bsc+caas LUWA6 y SDH+aas LUW46 para B. subtilis
LUWA46. Se utilizaron espectros diferenciales de absorcién de cada fraccion para esta
designacion.

A continuacién se analizaron cada una de las fracciones obtenidas en las tres repeticiones de la
cromatografia de la 168 y se compararon con sus fracciones equivalentes de las tres repeticiones
de la cromatografia de la LUWA46.
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+* Fraccion del citocromo ¢ 168

0.1A

Citc

500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 16. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la fraccion del citocromo ¢
168 identificado por el pico alfa del citocromo c. Esta fraccion fue obtenida en las tres cromatografias de la 168. A.
absorbancia.

La figura 16 es el espectro diferencial representativo (reducido con ditionita menos oxidado) de
la primera fraccién de las cromatografias de la 168, a una concentracién de 10 mM de NaCl,
donde se identificd un citocromo ¢ por su maximo de absorcion. Los picos alfa de los citocromos
c en las fracciones equivalentes de las tres cromatografias fueron practicamente los mismos,
pero sus concentraciones relativas variaron entre repeticiones (Tabla suplementaria 1). La
fraccién del Citocromo ¢ 168 no tuvo una fraccidon equivalente en las cromatografias de la
LUW46, y ya que se obtuvo poca cantidad de esta fraccion (400 uL) y con poca concentraciéon de
citocromos ¢ (de 0.7 nmol/mg de proteina, que fue el 20 % de la concentracidn en comparacién
con las demas fracciones) solo se le realizaron espectros de absorcidén y no se utilizé para analisis
posteriores.
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Figura 17. Geles hrCNE de 1D de las fracciones de las solubilizaciones y las cromatografias de las membranas de la
168 y la LUWA46, cargados con 100 pg de proteina y tefiidos para la actividad histoquimica de 5 de los complejos de la
cadena respiratoria de B. subtilis, (NDH-2, SDH, bec, caas y ATPasa) y para proteina con azul de Coomassie. 1.
Marcadores de masa molecular de pollo. 1.5. Marcadores de masa molecular (proteinas solubles. 2. Sobrenadante
168. 3. Fraccion bec 168. 4. Fraccion bsc+caaz 168. 5. Fraccién SDH+aa3 168. 6. Sobrenadante LUW46. 7. Fraccidn bsc
LUWA46. 8. Fraccidn bgc+caas LUW46. 9. Fraccion SDH+caas LUWA46.

La figura 17 muestra los geles hrCNE de 1D, de las fracciones obtenidas de las cromatografias de
la 168 y la LUWA46, tenidas para la actividad histoquimica de los complejos de la cadena
respiratoria y con azul de Coomassie. En el apéndice 1 se muestran los geles tefiidos para las
diferentes actividades de los complejos de un homogeneizado de corazén de pollo que se
utilizaron como marcadores de masa molecular. Para saber qué bandas de proteina se
mantuvieron en las fracciones de las cromatografias, se utilizaron como referencia los
sobrenadantes de la solubilizacién de las membranas 168 y LUW46 (marcados como
Sobrenadante 168 y Sobrenadante LUW46 en las figuras), que se muestran en el apéndice 2.

R/

+» Fraccion del complejo bsc 168

| 0.1A
/ﬂ
500 550 600 650

Longitud de onda (nm)
Figura 18. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la fraccion del Complejo bsc
168 identificado por los pico alfa del citocromo c y del citocromo b. Esta fracciéon fue obtenida en las tres
cromatografias de la 168. A. absorbancia.

La figura 18 presenta el espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado) de la
segunda fraccién obtenida en las cromatografias de la 168 que se obtuvo con 100 mM de NacCl,
donde se identificaron picos de los citocromos c y b del complejo bsc. Las concentraciones de
NaCl y los maximos de absorcion obtenidos en los espectros diferenciales, fueron practicamente
los mismos en las fracciones de las tres cromatografias de la 168.

+»» Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resolucion (primera dimensién)

Tabla 11. Masas moleculares de los monémeros de los complejos respiratorios de B. subtilis, calculados a partir del

genoma.
Mondmeros de los
complejos
Masas moleculares (kDa)
NDH-2 41.79
SDH 112.00
b.c 72.10
caa, 145.00
ATPasa 500.00
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Para comenzar con el analisis de los geles hrCNE de 1D de los sobrenadantes, en la tabla 11 se
muestran las masas de los monémeros de los complejos respiratorios de B. subtilis, calculados
a partir del genoma. En el caso de los complejos respiratorios con varias subunidades, se
sumaron los pesos de estas subunidades. Aunque en el caso del complejo bsc se esperan
encontrar monémeros del complejo, ya que esta es su forma funcional.

b,c 168

Tincién Tincién Tincién Tincién Tincién
4%  NDH-2 SDH bgc caa ATPasa

B ]

B1,C 1=

B 2 et pe—

hrCNE

B2,C2=
‘ B 3t ‘ = B3, C3=

' ‘lu
13%

Figura 19. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida del complejo bsc, con
100 pg de proteina, teflidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios de B. subtilis (N = NADH
deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B = complejo bec, C = citocromo c oxidasa caas y A = ATP
sintasa). Cada banda se nombré con la primera letra del nombre del complejo respiratorio segun la tinciéon y un
numero en orden descendente. El nimero 1 corresponde a la banda de mayor masa molecular. Al lado derecho de
cada carril de actividad se muestra un carril de la misma fraccién, tefiido con azul de Coomassie. En aquellas bandas
donde se obtuvo actividad para mas de un complejo, se les puso al lado la letra numerada correspondiente a la banda

del complejo con el que coincidieron.
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Tabla 12. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas, tefiidas para las
actividades de los complejos NDH, SDH, bgc, caas y ATPasa. Cada banda se nombré con la primer letra del complejo
de la tincidn en cuestidn, y se le asigné un numero de arriba hacia abajo por su masa molecular.

Complejo b.c 168
Banda | Area (Pixeles) Masa molecular Estequiometrias
kDa propuestas
b.c
Bl 16313.2 430.0 2bc+2ca0+CcptCocy
B2 29223.8 260.0 ZbgcteaaytessgtCssy
4b5C+Cccn+C::1
B3 16560.9 121.0 2b.c
caa,
B1,C1 8551.9 411.0 2b.c+2caa,+CocytCer,
B2,C2 | 30999.8 231.0 2becteadstCssgtessy
4bﬁC+C§§n+C<<1
B3,C3 20223.0 108.5 caa,
ATPasa
Al | 37592 | 98.5 | ayB

En la figura 19 se muestra el analisis de los geles de 1D de la fraccion del complejo bsc 168,
tefiidos para la actividad de: NDH, SDH, bec, caas y ATPasa, y con Coomassie. Para esta fracciéon
se obtuvo Unicamente actividad de los complejos bec, caas y ATPasa (Tabla 12).

Para la actividad del complejo bsc, se obtuvieron las bandas B1, B2 y B3. La banda B1 fue cercana
en masa a un pentamero del complejo. La banda B2 con la mayor area relativa, fue cercana en
masa a la de 4bsc. La banda B3 tuvo una masa cercana a la del dimero del bsc. También cabe la
posibilidad de que se mantuvieran pequefias cantidades del super complejo bsct+caas en la
estequiometria 2bsc+2caas+cssot+Css; en la banda B1, y en la banda B2 una combinacién del super
complejo 2bsct+caas+cssp+Css;1 Yy una conformacion del bsc y los citocromos csso ¥ Css; en
4beC+C550+Css1.

Para la tincién de la caas se obtuvieron las bandas C1, C2 y C3 que coincidieron con las bandas
de la tincién del complejo bsc, por lo que si se mantiene una asociacion entre el bsc y la caas.
Ademas la banda C2 tuvo la mayor area relativa, lo mismo que la banda B2. C3 también podria
corresponder en masa molecular a un mondmero de la caas.

Con respecto a la ATPasa se obtuvo la banda Al correspondiente a la suma de una subunidad a
y una subunidad B.

K/

+ Geles de segunda dimension de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-
PAGE)

Para un andlisis mas a fondo de los complejos respiratorios y sus asociaciones, se realizaron geles
SDS-PAGE de 2D de los geles hrCNE de 1D de las fracciones de las cromatografias de B. subtilis
168 y LUW46. Todos los geles de 1D se cargaron con 100 ug de proteina para tener alrededor
de 0.08 nmol de citocromos tipo ¢ en cada carril y poder tener una buena sefial de las bandas
en la tincion con TMBZ. Los sobrenadantes 168 y LUW46 se utilizaron como referencias para
poder identificar las bandas de las diferentes subunidades de los complejos en las fracciones de
las cromatografias (Apéndice 2).
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Figura 20. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D de la fraccion del complejo bsc 168, previamente tefidos para la actividad de los complejos NDH (N), SDH (S), bsc (B), caas (C) y ATPasa (A), por
medio de geles SDS-PAGE al 14.0 % de acrilamida. En la parte superior se acomodaron los geles de actividad de 1D, y un carril tefiido con azul de Coomassie. En la parte inferior se muestra el
gel de 2D teiiido con TMBZ (A) para hemos covalentemente unidos y con Coomassie (B), con los marcadores de masa molecular (MMM) del lado izquierdo, para identificar las diferentes
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subunidades de los complejos respiratorios. En la tabla 13 se muestran las masas moleculares y las dreas de cada subunidad identificada. Se tomaron como referencia los geles de 2D de Garcia

y colaboradores, 2012.

Tabla 13. Identificacidn de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (A) y con Coomassie (B) de la fraccidon del complejo bgc 168.
En la parte superior de la tabla se indican los complejos identificados por sus actividades en geles de 1D. A continuacidn se enlistan las proteinas que se identificaron por su masa molecular en
el gel de 2D, se muestra su nombre, su masa molecular obtenida a partir del genoma y en el gel (a/b) y su area (en pixeles).

B Complejo b.c 168 (Coomassie)
B2,C2 (b.c,caa,) A1l (b.c,caa,)
Masa molecular: 231.0 kDa Masa molecular: 98.5 kDa
Complejo b.c 168 (TMBZ) Nombre de la| Masa molecular Area |Nombredela| Masa molecular Area
B2,C2 (b,c,caa,) proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
Masa molecular: 231.0 kDa o 1 -/71 3773.6 AtpA 54.4/68 1856.4
Nombre de la| Masa molecular | Area = 2 -/64 5889.8 AtpB 51.2/65 901.8
proteina a/b (kDa) (pixeles) £ ° CtaC 40.1/47 352.4

1 -/70 1275.7 S = 3 -/37 8943.8

2 _/62 4106.2 32 acc 28.6/35 17185.7
B CtaC 40.1/48 526.7 § § QcrB 25.4/26 10512.6
B 3 -/41 527.6 & B QcrA 18.7/24 20251.9
8 Qcc 28.6/36 7254.3 S 4 -/18 63.4
& acs 25.4/25 9611.3 | CecA 12.4/15 13384.9
£ 4 /19 109.9 @ CccB 11.9/14 8213.8

CccA 12.4/15 7268.1 I B
CocB 11.9/14 3222.2 Nombre de la| Masa molecular Area
proteina a/b (kDa) (pixeles)
Subunidades del AtpG 31.5/44 482.6
complejo respiratorio

a. Masas moleculares (kDa) calculadas a partir del genoma.
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b. Masas moleculares (kDa) obtenidas en el gel de 2D.




+«+ Analisis del gel de 2D teiiido con TMBZ
Se realizé el andlisis del gel de 2D, de la fraccién del complejo bsc 168 tefiido con TMBZ, como
se muestra en la figura 20A y en la tabla 13A.

En la banda B2,C2 (gel de 1D), con actividad para los complejos bsc y caas, se obtuvieron las
siguientes bandas: 1, 2, 3 y 4, que no correspondieron a ninguna banda de los complejos
respiratorios. Se identificd también a la caas por la subunidad CtaC. Al complejo bsc por las
subunidades QcrCy QcrB. A los citocromos csso y Css1 respectivamente, por las proteinas CccAy
CccB. Al ser ésta una fraccion del complejo bsc parcialmente pura, se obtuvo un area relativa en
pixeles de la banda de la CtaC, menor al 10.0 % en comparacién con las areas relativas de las
subunidades QcrCy QcrB del complejo bsc.

¢ Analisis del gel de 2D tefiido con Coomassie

En el andlisis del gel de 2D tefido con azul de Coomassie (Figura 20B y Tabla 13B), ademas de
las bandas obtenidas con TMBZ también se identificé a la subunidad QcrA del complejo bsc en
la linea B2,C2 (1D). En la linea A1l (del gel de 1D), con actividad para la ATPasa, se identificaron
las subunidades AtpA y AtpB de la ATPasa. También se identificé la subunidad AtpG, de la
ATPasa, fuera de alguna de las bandas de actividad de los geles de 1D.

Igualmente que en la tincién con TMBZ, la subunidad CtaC de la caas tuvo un area relativa menor
del 5.0 % comparado con las subunidades del complejo bsc.

+* Fraccion del complejo bsc LUWA46

|01A

Citc Citb
500 550 600 650

Longitud de onda (nm)
Figura 21. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la fraccion del Complejo bsc
LUWA46 identificado por los pico alfa del citocromo c y del citocromo b. Esta fraccién fue obtenida en las tres
cromatografias de la 168. A. absorbancia.

La figura 21 contiene el espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado) de la
primera fraccidén obtenida en la cromatografia de la LUW46, a una concentracién de 100 mM de
NaCl, donde se identificaron citocromos c y b correspondientes al complejo bsc. Solamente en
la primera cromatografia de las tres preparaciones no se obtuvo una fraccién con el complejo
bsc aislado, probablemente debido a que la resina ya estaba bastante usada y razén por la cual
se usd una nueva para la segunda cromatografia.
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Figura 22. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4 al 13.0 % de acrilamida del complejo bgc LUW46,
con 100 pg de proteina, tefiidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios de B. subtilis (N = NADH
deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B = complejo bsc, C = citocromo c oxidasa caas y A =
ATPsintasa). Cada banda se nombré con la primera letra del nombre del complejo respiratorio segun la tincion y un
numero en orden descendente. El nimero 1 corresponde a la banda de mayor masa molecular. Al lado derecho de
cada carril de actividad se muestra un carril de la misma fraccién, tefiido con azul de Coomassie. En aquellas bandas
donde se obtuvo actividad para mas de un complejo, se les puso al lado la letra numerada correspondiente a la banda

del complejo con el que coincidieron.

Tabla 14. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas tefidas para las
actividades de los complejos NDH, SDH, bec, caas y ATPasa. Cada banda se nombré con la primer letra del complejo

++ Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resolucion (primera dimension)

Tincién
ATPasa

de la tincidn en cuestidn, y se le asignd un numero de arriba hacia abajo por su peso molecular.

Complejo b.c LUW46
Banda | Area (Pixeles) Masa molecular Estequiometrias
kDa propuestas
b.c
Bl 3245.9 430.5 2b.c+2caa +Coy+Cer,
B2 8807.7 263.5 2bgc+caas+CssgtCssi,
AbgcHCssptess,
B3 789.9 141.0 2b.c
caa,
B1,C1 16530.6 4235 2b,C+2€00 +CopCer,
B2,C2 16367.7 2455 2bgc+caa;+CssgtCssy,
AbcHCssptess,
B3,C3 17714.7 111.0 caa,
ATPasa
Al 20857 |  101.0 | ayp
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En la figura 22 se muestran los carriles del complejo bsc LUWA46, tefiidos para la actividad de:
NDH, SDH, bec, caas y ATPasa. Para esta fraccién se obtuvo actividad para los complejos bec, caas
y ATPasa (Tabla 14).

En la tincidn del complejo bec, se obtuvieron tres bandas. La banda B1 tuvo una masa cercana a
un hexdmero del bsc. La banda B2 se acercé en masa a 4bsc. La banda B3 correspondid en masa
a un dimero del complejo bsc. Cabe la posibilidad de que el bsc se encuentre dentro del super
complejo bsc+caas en pequenas cantidades en las bandas B1 y B2 ademds del dimero del
complejo en B3.

Para la caa; también se obtuvieron tres bandas. La banda C1, C2, y C3, que coincidieron con las
bandas obtenidas en la tincidon del complejo bsc, por lo que la banda C1 corresponde en masa a
2bsc+2caas+Csso+Css1, la banda C2 a una combinacidon de 2bsc+caas+cCssot+Csss Y 4bsC+Cs50+Cs51, Y la
banda C3, por su masa molecular, podria tratarse también de un mondmero del complejo caas.
Esta banda presenté una mayor area de actividad en comparacion con la banda B3
correspondiente al dimero del bsc, con la que coincidié.

Para la tincion de la ATPasa solamente se obtuvo la banda Al que correspondid a la suma de las
masas de una subunidad ay una B.
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+» Geles de segunda dimension de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-PAGE):
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Figura 23. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D de la fraccién del complejo bsc LUWA46, previamente tefiidos para la actividad de los complejos NDH (N), SDH (S), bec (B), caas (C) y ATPasa (A),
por medio de geles SDS-PAGE al 14.0 % de acrilamida. En la parte superior se acomodaron los geles de actividad de 1D, y un carril tefiido con azul de Coomassie. En la parte inferior se muestra
el gel de 2D tefiido con TMBZ para hemos covalentemente unidos (A) y con Coomassie (B), con los marcadores de masa molecular (MMM) del lado izquierdo, para identificar las diferentes
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subunidades de los complejos respiratorios que contienen citocromos. En la tabla 15 se muestran las masas moleculares y las areas de cada subunidad identificada. Se tomaron como referencia
los geles de 2D de Garcia y colaboradores, 2012.

Tabla 15. Identificacion de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (A) y con Coomassie (B), de la fraccion del complejo bsc LUWA46.
En la parte superior de la tabla se indican los complejos identificados por sus actividades en geles de 1D. A continuacion se enlistan las proteinas que se identificaron por su masa molecular en
el gel de 2D, se muestra su nombre, su masa molecular obtenida a partir del genoma y en el gel (a/b) y su area (en pixeles).

Complejo b.c LUWA46 (Coomassie)
B B2,C2 (bc,caa,) Al (ATPasa)
Masa molecular: 242.5 kDa Masa molecular: 101.0 kDa
Complejo b.c LUW46 (TMBZ) Nombre de la| Masa molecular Area |Nombredelal Masa molecular Area
P sz C; (b.c,caa)) proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
Masa m;leculgr" 24; 5 kDa < 1 -/68 1421.0 AtpA 54.4/64 323.4
Nombre de la| Masa molecular Area E o -2 2 /58 1004.5 AtpB 51.2/62 150.0
, N % ‘0 O QcrC 28.6/29 5947.4
proteina a/b (kDa) (pixeles) 5 T 5 QrB 25.4/19 39316
1 -/67 1158.8 2 E3 ' :
o 5 I8 10352 S8 gl QA 18.7/19 4572.0
) ‘= “ - e} -
) QcrC 28.6/30 20517 32 CccA 12.4/12 902.6
L O - - CccB 11.9/11 831.7
; ‘S QcrB 25.4/19 9855.3
' 3 CccA 12.4/12 3398.3 .
CccB 11.9/11 1561.7 Nombre de la| Masa molecular Area
proteina a/b (kDa) (pixeles)
Subunidades del AtpG 31.5/41 180.5
complejo respiratorio

a. Masas moleculares (kDa) calculadas a partir del genoma.
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+«+ Analisis del gel de 2D teiiido con TMBZ
En la figura 23A y en la tabla 15A, se muestra el andlisis del gel de 2D del complejo bsc LUW46
tefiido con TMBZ.

En la banda B2,C2 (gel de 1D), con actividad para los complejos bsc y caas, se obtuvieron las
bandas 1y 2, que no correspondieron a ninguna subunidad de los complejos respiratorios. Se
identificd al complejo bec por las subunidades QcrC y QcrB. Por ultimo a los citocromos cssp Y Cssz
por las proteinas CccA y CccB.

Al ser una fraccién parcialmente pura del complejo bsc, no se encontré practicamente ninguna
banda para la CtaC de la caas, pero los citocromos csso y €551 S€ mantuvieron unidos al complejo
bsC.

/7

+» Andlisis del gel de 2D tefiido con Coomassie
En la figura 23B y en la tabla 15B se muestra el analisis de los geles de 2D de la fraccion del
complejo bsc LUW46 teiido con azul de Coomassie.

En la banda B2,C2 (1D) con actividad para los complejos bsc y caas, se obtuvieron las bandas 1
Yy 2 que no correspondieron a ninguna de las subunidades de los complejos respiratorios. Se
identificd al complejo bsc por las subunidades QcrC, QcrB y QcrA. También se identificaron a los
citocromos csso Y Css1 por las proteinas CccA 'y CccB.

En la Banda Al (1D) con actividad para la ATPasa, se identificaron a las subunidades AtpAy AtpB.

También se identificé a la subunidad AtpG de la ATPsintasa fuera de cualquier banda de actividad
en el gel de 1D.

++ Comparacion de las fracciones del complejo bsc 168 y LUW46

+»+ Espectros diferenciales

Tanto la fraccion del Complejo bsc 168 como el Complejo bsc LUW46, eluyeron a una
concentracién de 100 mM de NaCl en las cromatografias. Ademas los picos alfa de los
citocromos cy b fueron los mismos para ambas fracciones.

+» Geles hrCNE de 1D

Tanto en la fraccidn del complejo bsc 168 como en la fraccidén bsc LUW46, se obtuvo actividad
para begc, caas y ATPasa. Para los complejos besc y la caas, se obtuvieron tres bandas similares en
masa molecular y por tanto en composicion en ambas fracciones, pero las bandas tuvieron una
menor drea de actividad en la fraccidon bsc LUW46 en comparacion con el bgc 168.

A pesar de que en los espectros diferenciales de estas fracciones, practicamente se obtuvieron
picos para citocromos c y citocromos b correspondientes al complejo bsc y no se obtuvo un pico
para un citocromo a correspondiente al de la citocromo ¢ oxidasa, al parecer es muy dificil
separa al complejo bsc de la caas y los citocromos csso y €551 manteniéndose una asociacidon muy
fuerte en el siper complejo bsc+caas+cssot+Css1, puesto que aun en la fraccion parcialmente pura
del bsc se encontré actividad de la caas aunque posiblemente en esta fraccion predomine la
forma del tetramero y el dimero del complejo bsc. Otra posibilidad es que la tincion del complejo
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bsc no sea especifica y también esté tifiendo a la caas. Los citocromos cssp Y €551 S&€ mantuvieron
unidos al complejo bsc aun en su forma parcialmente pura.

% Geles SDS-PAGE de 2D

Al comparar los complejos bsc parcialmente puros de la 168 y la LUW46, el patrén de bandas
fue similar, pero el area relativa de las bandas de las subunidades del bsc y los citocromos csso y
Css1 fueron menores en la LUWA46. Al parecer hay una menor cantidad del complejo bsc solo en
la mutante en comparacion con la 168. Ademas, no se encontré a la CtaC de la caas en la LUW46
mientras que en la 168 si se obtuvo una pequefia banda y las bandas 3 Y 4.

+* Fraccion del complejo bsct+caas 168

0.1A

Citc
Citb
Cita

500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 24. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la fraccion bgc+caas 168
identificada por los picos alfa de los citocromos ¢, b y a. Esta fraccidn fue obtenida en las tres cromatografias de la
168. A. absorbancia.

La figura 24 muestra el espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado) de la tercer
fraccion obtenida en las cromatografias de la 168, de 100 a 227.6 mM de NaCl. En este espectro
de absorcién se identificaron citocromos ¢, b y a correspondientes a los complejos bsc y caas,
dandonos indicios del super complejo bsc+caas.
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++ Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resolucion (primera dimension)
b,c+caa; 168

Tincién Tincién Tincién Tincién Tincién
4% NDH-2 SDH b caad; ATPasa

B m—

B 2 e
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13%

Figura 25. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida de la fraccién bsc+caas
168, con 100 pg de proteina, teflidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios de B. subtilis (N =
NADH deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B = complejo bsc, C = citocromo c oxidasa caas y A
= ATPsintasa). Cada banda se nombrdé con la primera letra del nombre del complejo respiratorio segun la tincién y un
numero en orden descendente. El nimero 1 corresponde a la banda de mayor masa molecular. Al lado derecho de
cada carril de actividad se muestra un carril de la misma fraccion, tefiido con azul de Coomassie. En aquellas bandas
donde se obtuvo actividad para mas de un complejo, se les puso al lado la letra numerada correspondiente a la banda
del complejo con el que coincidieron.
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Tabla 16. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas tefidas para las
actividades de los complejos NDH, SDH, bgc, caas y ATPasa. Cada banda se nombré con la primer letra del complejo
de la tincidn en cuestidn, y se le asigné un numero de arriba hacia abajo por su peso molecular.

Fraccion b.c+caa, 168
Banda | Area (Pixeles) |Masa molecular kDa| Estequiometrias propuestas
bgc

Bl 3170.2 1473.0 8b.c+5caa +4c. +Ac..,

B2 555.6 949.5 6b.c+3caa+3c. . ,+3C..,

B3 5378.3 730.0 4b c+3¢a0.,+2C  +2C..,

B4 2547.0 512.0 4b . c+2c0a,+2C ,+2C..,

B5 26031.3 421.0 2b.c+2¢a0 +Co oyt Coc,

B6 14493.4 261.5 2bsc+caa;+CssgtCssiy

4bCHCoqptCeg,

B7 2555.3 181.0 2b.c

B8 8031.6 155.0 2b.c

B9 8671.4 132.0 2b.c

B10 13938.4 107.0 2b.c

caa,
B1,C1 6381.4 1335.0 8b.c+5caa +4c. +Ac..,
B2,C2 12442.6 918.0 6b.c+3ca0,+3C.. +3C..,
B4,C3 5049.4 571.5 4b c+2¢a0+2C, +2C,.,
B5,C4 41049.2 423.0 2b, 42000 +Co Cer,
B6,C5 37230.2 301.0 2bgcrcaaytessotcssy
4bEC+C,;,;n+C,;§,
B8,C6 13108.8 178.5 caa,
B9,C7 21203.5 143.5 caa,
B10,C8 25941.3 114.0 caa,
ATPasa
Al | 100.5 | 127.0 | ayB

En la figura 25 se muestran los carriles de la fraccidn bsc+caas 168, tefiidos para la actividad de:
NDH, SDH, bec, caas y ATPasa. Para esta fraccion se obtuvo actividad para los complejos bsc, caas
y ATPasa (Tabla 16).

En la tincidn del complejo bsc se obtuvieron las bandas B1 a B10. La banda B6 correspondid en
masa molecular a un tetrdmero del complejo. Las bandas 7 a 10 podrian corresponder a la banda
del dimero del complejo bsc. La mayor drea de actividad se concentré entre las bandas de 421 a
107 kDa.

Al tedir esta fraccidn para la actividad de la caas, se obtuvieron las bandas C1 a C8. Estas bandas
de proteina obtenidas, tuvieron masas moleculares muy cercanas a los del complejo bec (con las
excepciones de las bandas B3 y B7), por lo que las bandas C1 a C4 corresponderian a diferentes
estequiometrias del siper complejo bsc+caas+csso+cCssi. La banda C5, por su masa molecular,
ademas del super complejo 2bsc+caas+csso+Css1, también podria corresponder a 4bsc+Cssot+Cssi.
Las mayores areas de actividad se obtuvieron entre los 423 a 114 kDa, el mismo rango que en la
tincion del complejo bec. Las bandas C6 a C8 también podrian ser un mondémero de la caas.

Para la ATPasa, nuevamente se obtuvo la banda Al, correspondiente a la suma de las
subunidades a y B.
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+» Geles de segunda dimension de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-PAGE):
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Figura 26. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D de la fraccidn bgc+caas 168, previamente tefiidos para la actividad de los complejos NDH (N), SDH (S), bec (B), caas (C) y ATPasa (A), por medio
de geles SDS-PAGE al 14.0 % de acrilamida. En la parte superior se acomodaron los geles de actividad de 1D, y un carril tefiido con azul de Coomassie. En la parte inferior se muestra el gel de 2D
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tefiido con TMBZ para hemos covalentemente unidos (A) y con Coomassie (B), con los marcadores de masa molecular (MMM) del lado izquierdo, para identificar las diferentes subunidades de
los complejos respiratorios que contienen citocromos. En la tabla 17 se muestran las masas moleculares y las areas de cada subunidad identificada. Se tomaron como referencia los geles de 2D
de Garcia y colaboradores, 2012.

Tabla 17. Identificacion de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (A) y Coomassie (B), de la fraccion bgc+caas 168. En la parte
superior de la tabla se indican los complejos identificados por sus actividades en geles de 1D. A continuacidn se enlistan las proteinas que se identificaron por su masa molecular en el gel de 2D,
se muestra su nombre, su masa molecular obtenida a partir del genomay en el gel (a/b) y su area (en pixeles).

B b.c+caa, 168 (Coomassie)
b.c+caa, 168 (TMBZ) B5,C4 (b,c,caa,) B6,C5 (bc,caa;)
B5,C4 (byc,caa;) B6,C5 (byc,caa;) Masa molecular: 423.0 kDa Masa molecular: 301.0 kDa
Masa molecular: 423.0 kDa Masa molecular: 301.0 kDa Nombre de la| Masamolecular | Area |Nombre dela| Masa molecular | Area

2delal| Masamolecular | Area |Nombre dela| Masa molecular | Area proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
xina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles) CtaC 40.1/45 5326.4 2 -/69 2898.4
IC 40.1/45 679.5 2 -/68 250.7 % 1 -/44 3831.1 3 -/59 3956.8
-/43 116.3 3 -/58 14162 | |g QcrC 28.6/32 6591.1 CtaC 40.1/46 6138.7

-C 28.6/32 720.9 CtaC 40.1/45 1077.2 g ° QcrB 25.4/21 9813.9 4 _/44 5291.5
B 25.4/21 2177.7 4 -/43 3197 | |38 acA 18.7/21 9604.0 5 -/40 2287.8
A 12.4/14 176.0 5 -/40 760 | |8 cecA 12.4/14 1157.6 6 -/39 4490.5
B 11.9/13 509.1 6 -/38 886 | |8 & CccB 11.9/13 1049.6 QcrC 28.6/32 28541.8
QcrC 28.6/32 48086 | |8 & QcrB 25.4/22 20608.4

QcrB 25.4/21 6407.8 _§ QcrA 18.7/21 17267.0

CecA 12.4/14 1006.0 | |3 CccA 12.4/13 12980.4

CccB 11.9/13 4748.6 CccB 11.9/13 9800.7

Al (ATPasa)
Masa molecular: 127.0 kDa -
Nombre de la| Masa molecular Area |Nombre de la| Masa molecular Area
proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
Subunidades del AtpA 54.4/65 1481.3 AtpG 31.5/46 1651.5
complejo respiratorio AtpB 51.2/64 1954.3

a. Masas moleculares (kDa) calculadas a partir del genoma.

b. Masas moleculares (kDa) obtenidas en el gel de 2D.
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+«+ Analisis del gel de 2D tefiido con TMBZ
En la figura 26Ay en la tabla 17A, se muestra el analisis del gel de 2D de la fraccién bsc+caas 168
tefiido con TMBZ.

En la banda B5,C4 (gel de 1D) con actividad para los complejos bsc y caas, se identifico a la caas
por la subunidad CtaC. También se obtuvo la banda 1 que no correspondié a ninguna subunidad
de los complejos respiratorios. Se identificé al complejo bsc por las subunidades QcrC y QcrB.
Finalmente a los citocromos csso y €551 por las proteinas CccA y CccB.

En la banda B6,C5 (gel de 1D) con actividad para los complejos bsc y caas, se obtuvieron las
bandas 2, 3, 4, 5y 6, que no correspondieron a ninguna subunidad de alguno de los complejos
respiratorios. Se identificé a la caa; por la subunidad CtaC. También al complejo bsc por las
subunidades QcrC y QcrB. Por ultimo se identificaron los citocromos csso y Css1 por las proteinas
CccAy CccB.

¢ Analisis del gel de 2D tefiido con Coomassie
En lafigura 26By en la tabla 17B se muestra el andlisis del gel de la fraccidn bsc+caas 168, tefiido
con azul de Coomassie.

En la banda B5,C4 (1D) con actividad para los complejos bsc y caas, se identificé a la caas por la
proteina CtaC. Se obtuvo la banda 1, que no correspondid con ninguna subunidad de los
complejos respiratorios. También se identificod al complejo besc por las subunidades QcrC, QcrBy
QcrA. Por ultimo a los citocromos csso y Css;1 por las proteinas CccA y CccB respectivamente.

En la banda B6,C5 (1D) con actividad para los complejos bsc y caas, se obtuvieron las bandas 2,
3,4, 5y 6 de identidad desconocida. Se identificaron las subunidades del complejo besc, QcrC,
QcrB y QcrA. Por dltimo a los citocromos csso y css1 por las proteinas CccA y CccB,
respectivamente.

En la banda A1l (1D), se identificaron las subunidades AtpA y AtpB de la ATPasa.

En una de las bandas del gel de 1D, que no coincidié con las tinciones de actividad de los
complejos, se identificd la subunidad AtpG de la ATPasa.
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% Fraccion del complejo bgc+caas LUW46
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Figura 27. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la fraccion bsc+caas LUW46
identificada por los picos alfa de los citocromos ¢, b y a. Esta fraccidn fue obtenida en las tres cromatografias de la
168. A. absorbancia.

La figura 27 muestra el espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), que se
obtuvo a una concentracion de 100 a 219 mM de NaCl, y se identificaron citocromos ¢, by a,
correspondientes a los complejos bsc y caas en las tres cromatografias de la LUWA46, por lo que
inferimos que en esta fraccidn se obtuvo al super complejo bsc+caas.

++ Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resolucién (primera dimensién)
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Tincién Tincién Tincién Tincién Tincién
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w B — B5C6
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13%

Figura 28. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida de la fraccion bsc+caas
LUWA46, con 100 pg de proteina, tefiidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios de B. subtilis (N
= NADH deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B = complejo bsc, C = citocromo c oxidasa caas y

55



A = ATPsintasa). Cada banda se nombro con la primera letra del nombre del complejo respiratorio segun la tincidn y
un nuimero en orden descendente. El nimero 1 corresponde a la banda de mayor masa molecular. Al lado derecho
de cada carril de actividad se muestra un carril de la misma fraccién, tefiido con azul de Coomassie. En aquellas bandas
donde se obtuvo actividad para mas de un complejo, se les puso al lado la letra numerada correspondiente a la banda
del complejo con el que coincidieron.

Tabla 18. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas tefiidas para las
actividades de los complejos NDH, SDH, bec, caas y ATPasa. Cada banda se nombrd con la primer letra del complejo
de la tincidn en cuestidn, y se le asigné un numero de arriba hacia abajo por su masa molecular.

Fraccion b.c+caa, LUW46
Banda | Area (Pixeles) | Masa molecular kDa | Estequiometrias propuestas
b.c

B1 31323.3 1346.0 8b.c+5caa,+4c. . tAc..,

B2 13568.8 1046.0 6b.c+3caa,+3C.-)+3C.c,

B3 14630.2 554.5 4b c+2caa +2C 1 +2C..,

B4 24129.6 432.6 2b,C+2€00+CopCer,

BS 45385.9 2425 2bgcteaastCasstssy,

4bGC+C§’§n+C'§'§1

B6 2474.1 183.5 2b.c

B7 4401.7 161.0 2b.c

B8 6056.6 122.2 2b,.c

B9 17948.9 104.5 2b.c

caa,

c1 19543.3 1437.0 10b,c+5€00 +5C+5C..,
B1,C2 10508.1 1220.5 8b c+acaa +ac, . +HAc..,
B2,C3 9576.9 786.0 6b.c+3caa+3c..+3C.,
B3,B4 30915.7 678.0 4b c+2caa +2C. o +2C..,
B4,C5 34986.5 429.0 2b,C+2000+Co HCer,
B5,C6 10615.5 226.0 2byctcaas+CsgtCssyy

4bﬁC+C’§’§n+cfi§1
B6,C7 12712.1 180.3 caa,
B7,C8 5506.6 164.3 caa,
B8,C9 8575.4 129.6 caa,
B9,C10 17977.2 104.6 caa,
ATPasa
Al | 200.7 | 106.0 | ayB

En la figura 28 se muestran los carriles del gel de la fraccidon bsc+caas LUWA46, teiiidos para la
actividad de: NDH, SDH, bsc, caas y ATPasa. En esta fraccion se detectd actividad para el
complejo bec, la caas y la ATPasa (Tabla 18).

Para el complejo bsc se obtuvieron las bandas B1 a B9, de las cuales la banda B5 podria
corresponder con un tetrdmero del complejo y las bandas B6 a B9 podrian corresponder en masa
molecular al dimero del bsc. En cuanto a la actividad, la mayor area se obtuvo en el rango de los
1346 a 242.5 kDa, y en la banda de 104.5 kDa.

Para el complejo caas, se obtuvieron las bandas C1 a C10, de las cuales la banda C1 no
correspondid con la actividad del bsc pero podria tratarse de la estequiometria del super
complejo 10bsc+5caas+5csso+5¢ss5;, que no tuvo la cantidad de proteina suficiente para ser
detectado en la tincidn. Las bandas C2 a C5 correspondieron con la actividad del complejo bsc,
y por su masa molecular se les asignaron a diferentes estequiometrias del super complejo como
se muestra en la tabla 18. Las bandas C7 a C10 también coincidieron con lo que podria ser el
mondmero de la caas. En cuanto a la actividad, las mayores areas se obtuvieron en el rango de
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1437 a 180.3 kDa, y en la banda de 104.6 kDa. Este rango fue similar al obtenido en la tinciéon
del bec.

Para la tincién de la ATPasa, nuevamente se obtuvo una sola banda Al correspondiente a la
suma de las subunidades a y B de la ATPasa.
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+» Geles de segunda dimension de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-PAGE):
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Figura 29. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D de la fraccion bsc+caas LUWA6, previamente tefiidos para la actividad de los complejos NDH (N), SDH (S), bec (B), caas (C) y ATPasa (A), por
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medio de geles SDS-PAGE al 14.0 % de acrilamida. En la parte superior se acomodaron los geles de actividad de 1D, y un carril tefiido con azul de Coomassie. En la parte inferior se muestra el
gel de 2D tefiido con TMBZ para hemos covalentemente unidos (A) y con Coomassie (B), con los marcadores de masa molecular (MMM) del lado izquierdo, para identificar las diferentes
subunidades de los complejos respiratorios que contienen citocromos. En la tabla 19 se muestran las masas moleculares y las dreas de cada subunidad identificada. Se tomaron como referencia
los geles de 2D de Garcia y colaboradores, 2012.

Tabla 19. Identificacion de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (A) y Coomassie (B), de la fraccidén bsc+caas LUWA46. En la parte
superior de la tabla se indican los complejos identificados por sus actividades en geles de 1D. A continuacion se enlistan las proteinas que se identificaron por su masa molecular en el gel de 2D,

se muestra su nombre, su masa molecular obtenida a partir del genoma y en el gel (a/b) y su area (en pixeles). La tabla se dividié en secciones por ser demasiado grande.

B bc+caa, LUWA46 (Coc ie)
B1,C2 (b,c,caay,) B4,C5 (b.c,caa;)
Masa molecular: 1220.5 kDa Masa molecular: 429.0 kDa)
b LUW46 (TMBZ) Nombre de laj Masa molecular Area |Nombre dela| Masa molecular Area
BL,C2 (b.c,caa) sCHCad; 84,C5 (byc,caa) proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
¢ 67" "3 ! 3 CtaC 40.1/43 1378.8 CtaC 40.1/43 1245.4
Masa molecular: 1220.5 kDa Masa molecular: 429.0 kDa) E f _/4/1 1088.0 Za _/4/2 10031
mbredela| Masamolecular | Area |Nombre dela| Masa molecular | Area w o2 - -
. . . . QT o QcrC 28.6/30 1248.7 QcrC 28.6/30 1518.7
proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles) | (B 5 %
CtaC 40.1/43 540.6 CtaC 40.1/44 384.2 s gL QcrB 25.4/20 1517.3 QcrB 25.4/20 2329.6
: _./42 350.1 : _~/42 276'2 Ss § QcrA 18.7/19 1629.4 QcrA 18.7/19 2402.6
QorC 28.6/30 479.8 QcrC 28.6/31 959.6 § = CccA 12.4/12 202.5 CccA 12.4/12 613.8
QorB 25.4/20 2233.9 QcrB 25.4/20 38117 CccB 11.9/11 442.3 CccB 11.9/11 754.6
CccA 12.4/12 570.1 CccA 12.4/12 1482.8 B5,C6 (b,c,caas) Al (ATPasa)
CccB 11.9/11 437.8 CceB 11.9/11 1008.3 Masa molecular: 226.0 kDa . Masa molecular: 106.0 kDa :
Nombre de la| Masa molecular Area |Nombre de laj Masa molecular Area
B5,C6 (b,c,caa,) proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
Masa molecular: 226.0 kDa ) ° 3 -/64 265.9 AtpA 54.4/62 134.0
Nombre de laj Masa molecular Area %_ 4 -/58 1163.4 AtpB 51.2/60 306.1
proteina a/b (kDa) (pixeles) £ CtaC 40.1/43 1537.1
2 3 -/67 161.6 8e 5 -/42 1078.3
E‘ 4 -/57 580.0 3 2 6 /36 729.7
S e CtaC 40.1/44 2586.9 § ‘é_ QcrC 28.6/30 5646.0
38 5 -/43 1201.3 s 8 acB 25.4/20 3543.1
g & 6 -/37 233.2 o QcrA 18.7/19 3331.8
B 5 QcrC 28.6/31 5289.1 -g CccA 12.4/12 2781.5
2= QcrB 25.4/20 5788.9 2 CccB 11.9/11 2009.6
3 CccA 12.4/12 3964.7 _
3
7] CecB 11.9/11 2279.3 Nombre de la| Masa molecular | Area
proteina a/b (kDa) (pixeles)
Subunidades del | AtpG 31.5/39 273.7
complejo respiratorio

a. Masas moleculares (kDa) calculadas a partir del genoma.

b. Masas moleculares (kDa) obtenidas en el gel de 2D.
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+«+ Analisis del gel de 2D tefiido con TMBZ
En la figura 29A y en la tabla 19A se muestra el andlisis del gel de 2D de la fraccidon bsc+caas
LUW46 teitido con TMBZ.

En la banda B1,C2 (1D) con actividad para los complejos bsc y caas, se identificéd a la caas por la
subunidad CtaC. Se obtuvo la banda 1 que no correspondié con ninguna subunidad de los
complejos respiratorios. También se identificé al complejo besc por las subunidades QcrCy QcrB.
Por ultimo a los citocromos cssp y €551 por las proteinas CccA 'y CccB.

En la banda B4,C5 (1D) con actividad de los complejos bsc y caas, se identifico a la caas por la
subunidad CtaC. Se obtuvo la banda 2 que no coincidié con ninguna de las subunidades de los
complejos de la cadena respiratoria. Se identificd al complejo bsc por las subunidades QcrC y
QcrB. Finalmente a los citocromos csso Y Css1 por las proteinas CccA y CccB.

En la banda B5,C6 (1D) con actividad para los complejos bsc y caas, se obtuvieron las bandas 3 a
6 de identidad desconocida. Se identificd a la caas por la subunidad CtaC. También se identifico
al complejo bec por las subunidades QcrC y QcrB. En la parte inferior del gel se identificaron a
los citocromos cssp Y €551 por las proteinas CccA y CccB respectivamente.

/7

+» Andlisis del gel de 2D tefiido con Coomassie
En la figura 29B y la tabla 19B se analizé el gel de la fraccidn bsc+caas LUWA46 tefiido con azul de
Coomassie.

En la banda B1,C2 (1D) con actividad para los complejos besc y caas, se identificé a la caas por la
subunidad CtaC. Se obtuvo la banda 1 de identidad desconocida. Se identificé al complejo bsc
por las subunidades QcrC, QcrB y QcrA. Por ultimo se identificaron a los citocromos cssp Y Csss
por las proteinas CccAy CccB.

En la banda B4,C5 (1D) con actividad para los complejos bsc y caas, se identificé a la caas por la
subunidad CtaC. Se obtuvo a la banda 2 de identidad desconocida. También se identificé al
complejo bec por las subunidades QcrC, QcrB y QcrA. Por ultimo se identificaron los citocromos
Csso Y del css; por las proteinas CccA 'y CccB.

En la banda B5,C6 (1D) con actividades para los complejos besc y caas, se obtuvieron las bandas
3 a 6 de identidad desconocida. Se identificé a la caas por la subunidad CtaC. También se
identificd al complejo bsc por las subunidades QcrC, QcrB y QcrA, y a los citocromos Csso Y Csss
por las proteinas CccA y CccB respectivamente.

En la banda A1l (1D) con actividad para la ATPasa, se identificaron las subunidades AtpA y AtpB
de la ATPasa.

También se identificé a la subunidad AtpG en una de las bandas de baja masa molecular del gel
de 1D que no tuvieron actividad para alguno de los complejos respiratorios en el gel de 1D.
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Comparacion de las fracciones bgsc+caasz 168 y LUWA46
Espectros diferenciales
Tanto la fraccidn bsc+caas 168 como bsc+caas LUW46, se obtuvieron a en un rango de

concentracién de NaCl similares en las cromatografias, 100 a 227.6 mMy 100 a 219 mM de NaCl

respectivamente. Ademas los picos alfa de los citocromos ¢, b y a fueron practicamente los
mismo para ambas fracciones.

* Geles hrCNE de 1D

Al comparar las areas de actividad de las dos fracciones, la fraccion del bgc+caas LUW46 tuvo
mayor area de actividad en el rango de entre 1400 a 240 kDa, mientras que en bsc+caas 168 se
obtuvo en el rango de 430 a 110 kDa, tanto para la tincidon del complejo bsc como para la caas,
indicdndonos que al producir una mayor cantidad del siper complejo bsc+caas+csso+cCss; y en
estequiometrias mayores, la bacteria puede compensar la falta de la aas en la LUW46.

+* Geles SDS-PAGE de 2D
En ambas fracciones, los citocromos csso y €551 son parte del siper complejo bsc+caas.

En el andlisis de los geles 2D, la principal diferencia entre estas dos fracciones fue que para la
fraccidn bec+caas LUWA46, la concentracion de citocromos en la banda de alrededor de 1220 kDa
del gel de 1D, fue la suficiente como para poder observar con TMBZ las subunidades de la caas,
el bsc y los citocromos csso y €551 (Figura 29A). Mientras, en la banda equivalente en masa
molecular en el gel de 1D de la fraccidon bsc+caas 168, no se obtuvo sefial para alguna de estas
subunidades (Figura 26A). Por lo que en la mutante LUWA46 la falta de la quinol oxidasa aas es
compensada por los sUper complejos bsc+caas+csso+Css; en estequiometrias mayores,
confirmando lo observado en el analisis de los geles de 1D.

¢ Fraccion de los complejos SDH+aa; 168

0.1A
cit¢ Cith Cita
500 550 600 650

Longitud de onda (nm)
Figura 30. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la fraccion SDH+aa3; 168
identificada por los picos alfa de los citocromos ¢, b y a. Esta fraccién fue obtenida en las tres cromatografias de la
168. A. absorbancia.

La figura 30, contiene el espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado) de la
fraccion obtenida entre 230.7 y 474.4 mM de NaCl, donde se identificaron citocromos
correspondientes a los complejos SDH+aas. Los picos alfa de los citocromos ¢, b y a, en las
fracciones equivalentes de las tres cromatografias fueron practicamente los mismos, pero sus
concentraciones relativas variaron entre repeticiones (Tabla suplementaria 1).
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Figura 31. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida de la fraccién SDH+aa3
168, con 100 ug de proteina, tefidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios de B. subtilis (N =
NADH deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B = complejo bsc, C = citocromo c oxidasa caas y A
= ATPsintasa). Cada banda se nombro con la primera letra del nombre del complejo respiratorio segun la tinciéon y un
numero en orden descendente. El nimero 1 corresponde a la banda de mayor masa molecular. Al lado derecho de
cada carril de actividad se muestra un carril de la misma fraccién, tefiido con azul de Coomassie. En aquellas bandas
donde se obtuvo actividad para mas de un complejo, se les puso al lado la letra numerada correspondiente a la banda

del complejo con el que coincidieron.

Tabla 20. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas tefiidas para las
actividades de los complejos NDH, SDH, bec, caas y ATPasa. Cada banda se nombré con la primer letra del complejo
de la tincidn en cuestidn, y se le asignd un nimero de arriba hacia abajo por su peso molecular.

SDH+aa, 168
Banda | Area (Pixeles) | Masa molecular kDa | Estequiometrias propuestas
NDH-2
N 9145.7 | 37.5 | Mondmero
SDH
s | 14020.5 | 249.3 | Dimero
b.c
5,81 1582.2 252.5 SDH¥2b5CHCos0t Cosys
2b.c+ca0+CocytCocy, A CHCocyHCoc,
B2 16555.6 99.0 2b.c
caa,
c1 2306.7 4455 4b c+2¢a0,+2C. +2C..,
c2 1389.4 386.5 2bc+cad +CooptCer,y
$,81,C3 7046.4 245.0 SDH+2D6C+Cssg*Cosay
2b,.c+CA0+C ooyt Cocy, A CHCocpHCoc,
B2,C4 41878.8 114.0 caa,
ATPasa
Al 210.0 128.5 ayp
A2 85.5 117.0 ayp
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En la figura 31y en la tabla 20 se muestra el analisis de los carriles de la fraccion SDH+aas 168,
tefiidos para la actividad de: NDH, SDH, bsc, caas y ATPasa.

En esta fraccidn se obtuvo la banda N1, con una masa molecular cercana al monémero del
complejo de 41.7 kDa. Este complejo no se asocid con alguin otro complejo respiratorio.

En la tincidon de la SDH, se obtuvo una banda de actividad nombrada como S, con una masa
molecular cercana a un dimero de la SDH o un mondmero del complejo asociado con alguna
otra proteina.

Para la tincién del complejo bsc se obtuvieron dos bandas, B1 que coincidié con la banda de
actividad de la SDH pudiendo ser SDH+2bsc+Cs50+Cs51, 2bsC+Caa3+Cs50+Cs51, 4bsC+C550+C551 O UNA
combinacion de los tres, por su masa molecular. La banda B2 correspondié en masa molecular
a un dimero del complejo bsc. Llama mucho la atencidn haber encontrado actividad del bsc en
esta fraccién donde se pensaba que solo contenia a los complejos SDH y aas.

Con respecto a la tincién de la caas, se obtuvieron cuatro bandas C1 y C2, que solamente
tuvieron actividad para la caas, siendo posiblemente los siper complejos 4bsc+2caas+2csso+2Css:
Y 2bsc+caas+csso+Css1, Por su masa molecular pero la cantidad de proteina no fue la suficiente
para ser detectados en la tincidn del complejo bsc. La banda C3 coincidié con la actividad de Ia
SDH y del complejo bsc pudiendo ser SDH+2bgC+Css50+Cs51, 2bsC+CAA3+C550+C551, 4bsC+C550+C551 O
una mezcla de estos tres. La banda C4 correspondié con la banda para el dimero del bsc 0 con el
mondmero de la caas. La mayor actividad se mantuvo en las bandas C3 y C4.

En el caso de la ATPasa se obtuvo la banda Al, correspondiente en masa molecular a las
subunidades a y B de la ATPasa, y la banda A2 con una masa similar a la banda anterior.
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+» Geles de segunda dimension de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-PAGE):
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Figura 32. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D de la fraccion SDH+aa; 168, previamente tefiidos para la actividad de los complejos NDH (N), SDH (S), besc (B), caas (C) y ATPasa (A), por medio

64



de geles SDS-PAGE al 14.0 % de acrilamida. En la parte superior se acomodaron los geles de actividad de 1D, y un carril tefiido con azul de Coomassie. En la parte inferior se muestra el gel de 2D
tefido con TMBZ para hemos covalentemente unidos (A) y con Coomassie (B), con los marcadores de masa molecular (MMM) del lado izquierdo, para identificar las diferentes subunidades de
los complejos respiratorios que contienen citocromos. En la tabla 21 se muestran las masas moleculares y las dreas de cada subunidad identificada. Se tomaron como referencia los geles de 2D
de Garcia y colaboradores, 2012.

Tabla 21. Identificacidn de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (A) y con Coomassie (B), de la fraccién SDH+aas 168. En la
parte superior de la tabla se indican los complejos identificados por sus actividades en geles de 1D. A continuacion se enlistan las proteinas que se identificaron por su masa molecular en el gel
de 2D, se muestra su nombre, su masa molecular obtenida a partir del genoma y en el gel (a/b) y su drea (en pixeles).

B bc+caa, LUWA46 (Coc ie)
B1,C2 (b,c,caa,) B4,C5 (b.c,caa;)
Masa molecular: 1220.5 kDa Masa molecular: 429.0 kDa)
b crcaa, LUWA46 (TMBZ) Nombre’de la| Masa molecular I_'\rea Nombre’de la| Masa molecular I_'\rela
proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (p )
B1,C2 (b,c,caa;,) B4,C5 (b,c,caa,)
— CtaC 40.1/43 1378.8 CtaC 40.1/43 1245.4
Masa molecular: 1220.5 kDa Masa molecular: 429.0 kDa) z 1 a1 1088.0 2 a2 1003.1
mbre de la| Masa molecular Area |Nombre de la| Masa molecular Area ) 2 - -
., ! . ! ‘T O QcrC 28.6/30 1248.7 QcrC 28.6/30 1518.7
proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles) | | B 5 &
52 QcrB 25.4/20 1517.3 QcrB 25.4/20 2329.6
CtaC 40.1/43 540.6 CtaC 40.1/44 384.2 = ==
S9gw QcrA 18.7/19 1629.4 QcrA 18.7/19 2402.6
1 -/42 350.1 2 -/42 276.2 a9
S CccA 12.4/12 202.5 CccA 12.4/12 613.8
Qerc 28.6/30 479.8 Qerc 28.6/31 959.6_| |@ CccB 11.9/11 4423 CccB 11.9/11 754.6
QcrB 25.4/20 2233.9 QcrB 25.4/20 3811.7 - . . .
CccA 12.4/12 570.1 CccA 12.4/12 1482.8 B5,C6 (b,c,caa;) Al (ATPasa)
CccB 11.9/11 437.8 CceB 11.9/11 1008.3 Masa molecular: 226.0 kDa Masa molecular: 106.0 kDa
Nombre dela| Masa molecular Area |Nombre de la| Masa molecular Area
B5,C6 (b,c,caa,) proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
Masa molecular: 226.0 kDa ) a 3 -/64 265.9 AtpA 54.4/62 134.0
Nombre de la| Masa molecular Area % 4 -/58 1163.4 AtpB 51.2/60 306.1
proteina a/b (kDa) (pixeles) £ CtaC 40.1/43 1537.1
2 3 -/67 161.6 82 5 -/42 10783
g 4 -/57 580.0 32 6 -/36 729.7
S e CtaC 40.1/44 2586.9 é = QcrC 28.6/30 5646.0
5 S 5 -/43 1201.3 58 QcrB 25.4/20 3543.1
£ 6 -/37 2332 £ QcrA 18.7/19 3331.8
B % QcrC 28.6/31 5289.1 = CccA 12.4/12 2781.5
.'g = QcrB 25.4/20 5788.9 » CccB 11.9/11 2009.6
_g CccA 12.4/12 3964.7 _
3 z
2 CecB 11.9/11 2279.3 Nombre de la| Masa molecular Area
proteina a/b (kDa) (pixeles)
Subunidades del AtpG 31.5/39 273.7
complejo respiratorio

a. Masas moleculares (kDa) calculadas a partir del genoma.

b. Masas moleculares (kDa) obtenidas en el gel de 2D.
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+«+ Analisis del gel de 2D tefiido con TMBZ
En la figura 32A y la tabla 21A se muestra el andlisis del gel tefido con TMBZ de la fraccion
SDH+aas 168.

En la banda S,B1,C3 (1D) con actividad para los complejos SDH, bsc y caas, se obtuvo la banda 1
de identidad desconocida. Se identific a la caas por la subunidad CtaC. También se identificé al
complejo bec por las subunidades QcrCy QcrB.

En la banda B2,C4,A1 (1D) con actividad para los complejo bsc, caas y ATPasa, se identificé a la
caas por la subunidad CtaC.

¢ Analisis del gel de 2D tefiido con Coomassie
El andlisis del gel de 2D de la fraccion SDH+aas 168, tefiido con azul de Coomassie se muestra en
la figura 32B y la tabla 21B.

En la banda S,B1,C3 (1D) con actividad par los complejos SDH, besc y caas, se identificé a la SDH
por las subunidades SdhA, SdhB y SdhC. Se obtuvo la banda 1, a la cual no se le pudo asignar
identidad por su masa molecular. Se identificé a la caas por la subunidad CtaC. Por ultimo se

identificd al complejo bec por las subunidades QcrC, QcrB y QcrA.

Se identifico a NarG, de la NAR, en una de las bandas del gel de 1D sin actividad para uno de los
complejos de la cadena respiratoria.

En la banda B2,C4 (1D) con actividad para los complejos bsc y caas, se identificéd a la quinol
oxidasa aas por las subunidades QoxB, QoxA y QoxC. Por ultimo se identificd a la caas por la
subunidad CtaC.

En la banda A1 (1D) con actividad para la ATPasa, se identificaron las subunidades AtpA y AtpB.

En la banda A2 (1D) con actividad de la ATPasa, se identificd a NarG de la NAR, y a AtpA y AtpB.

En la banda N1 (1D) con actividad de NDH, se identificé a la NDH por la proteina YjID y a AtpG.
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¢ Fraccion del complejo SDH+caas; LUW46

0.1A
Cith
Citc

Cita

500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 33. Espectro diferencial (reducido con ditionita menos oxidado), representativo de la fraccion SDH+caa; LUW46
identificada por los picos alfa de los citocromos ¢, b y a. Esta fraccidn fue obtenida en las tres cromatografias de la
LUWA46. A. absorbancia.

Por ultimo, la figura 33 contiene el espectro diferencial de la fraccion que se obtuvo a una
concentracién de 190.1 a 266.6 mM de NaCl, donde se identificaron citocromos ¢, b y a
reportados para los de los complejos SDH y caas. Los picos alfa de los citocromos ¢, by g, en las
fracciones equivalentes de las tres cromatografias fueron practicamente los mismos, pero sus
concentraciones relativas variaron entre repeticiones.

++» Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resolucién (primera dimensién)

SDH+caa; LUWA46
Tincién Tincién Tincién Tincién Tincién
4% NDH-2 SDH bge caa; ATPasa

hrCNE

B7,C6,Al
A

ot

13%
Figura 34. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida de la fraccién SDH+caas
LUWA46, con 100 pg de proteina, tefiidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios de B. subtilis (N
= NADH deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B = complejo bsc, C = citocromo c oxidasa caas y
A = ATPsintasa). Cada banda se nombré con la primera letra del nombre del complejo respiratorio segun la tincién y
un nimero en orden descendente. El nimero 1 corresponde a la banda de mayor masa molecular. Al lado derecho
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de cada carril de actividad se muestra un carril de la misma fraccién, tefiido con azul de Coomassie. En aquellas bandas
donde se obtuvo actividad para mas de un complejo, se les puso al lado la letra numerada correspondiente a la banda
del complejo con el que coincidieron.

Tabla 22. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas tefiidas para las
actividades de los complejos NDH, SDH, bec, caas y ATPasa. Cada banda se nombrd con la primer letra del complejo
de la tincidn en cuestion, y se le asigné un numero de arriba hacia abajo por su peso molecular.

SDH+caa, LUW46
Banda | Actividad (Pixeles) |Masa molecular kDa| Estequiometrias propuestas
NDH-2
N1 | 8401.6 | 38.0 | Mondmero
SDH
s | 15439.5 | 232.0 | Dimero
b.c
B1 3149.2 578.5 4bc+2ca0,+2C. o +2C.,
B2 7581.3 438.5 2b.c+2caa,+Co HCery
B3 1535.5 306.0 2b,C+C00ACo HC, e,
5,84 14071.7 213.0 SDHH2b6CHCos0t sy
2b55+caaq+cqcn+cqc1' 4bsC+C4:n+C:§1
B5 934.4 171.5 2b.c
B6 2989.3 145.5 2b.c
B7 40222.0 114.5 2b.c
caa,
C1 2760.2 1241.0 8b.c+4caa +Ac A,
Cc2 10711.1 505.5 2bc+2caa,+Cc +Cery
B3,C3 22527.6 409.0 2bc+Caa+CoHCe e,
$,84,C4 16402.0 236.0 SDHH2b6CHCos0t sy
stC+Caaq+chn+ch1' 4bsC+chn+C:§1
B5,C5 30419.4 195.5 caa,
B7,C6 52670.2 114.0 caa,
ATPasa
B7,C6,A1 2773.3 145.5 2b.c, caa,, oy B
A2 536.3 117.5 ayp

En la figura 34 y en la tabla 22 se muestra el analisis de los carriles de la fraccion SDH+caas
LUWA46, tenidos para la actividad de: NDH, SDH, bec, caas y ATPasa.

En la tincién de la NDH se obtuvo la banda, N1, correspondiente en masa molecular a un
mondémero del complejo. Este complejo no se asocié a otro complejo respiratorio.

Para la tincion de la SDH, se obtuvo una banda de actividad correspondiente en masa molecular
a un dimero del complejo o en asociacidn con alguna otra proteina.

Para la tincién del complejo bec, se obtuvieron las bandas B1 a B7. La banda B4 coincidié con la
actividad de la SDH y las bandas B5 a B7 con el dimero del complejo bsc. En las bandas B4 y B7
se obtuvo la mayor area de actividad.

En la tincidn de la caas, se obtuvieron las bandas C1 a C6, de las cuales C1 y C2, no coincidieron
con ninguna banda en la tincién del complejo bec, siendo las posibles estequiometrias de los
super complejos 8bsc+4caas+4csso+4Css1 Y 2bsc+2caas+Csso+Cssz. La banda C3 que coincidié con
la tincidn del complejo bec, correspondid con la estequiometria 2bsc+caas+cssp+Css; del siper
complejo. La banda C4 coincidid con la actividad de la SDH y el bsc pudiéndose tratar de
SDH+2besc+Cs50+C551, 2bsC+CaA3+C550+Cs51, 4bsC+Cs50+Cs51 0 Una mezcla de todos estos, por lo que
la interaccion de la SDH con el bsc es muy probable. Ademas las bandas C5 y C6 podrian ser un
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dimero del bsc 0 un mondmero de la caas. La mayor drea de actividad se obtuvo en el rango de
409 a 114 kDa.

Para la ATPasa se obtuvieron dos bandas, la banda Al correspondiente en masa molecular a las
subunidades a y B, mas una a o una 3 adicional, y coincidid con la actividad del bsc y la caas. La
banda A2 correspondié a las subunidades a y B de la ATPasa.

69



+» Geles de segunda dimension de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-PAGE):

- -
3 ) 3 <
A z 2 9 < B 5 38 8§
= B z s} 20 22 o @ B2 b
1 1] I I 11 1l |
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Tinciones ==
SDH
o NDH-2
MMM 4% 1D-hrCNE 13% MMM 4% 1D-hrCNE 13%
17 5 175 md
130 130™
90 90t
70w 1
70—
[
2 60—
5 Qe
50m
CtaC CtaC
40w 3. 4
40= —q%
m QcrC - - e -
21 30-
K "y
X5
=8 30
2 QcrB QerBa
~N —
20=
Qcr -
QcrBo p Sane
20=—
15=— | llip—
CccA
CccB
12.4m= 15
CccA
12.4mm CccB

Figura 35. Analisis de 2D de los geles hrCNE de 1D de la fraccion SDH+caas LUW46, previamente tefiidos para la actividad de los complejos NDH (N), SDH (S), bsc (B), caas (C) y ATPasa (A), por
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medio de geles SDS-PAGE al 14.0 % de acrilamida. En la parte superior se acomodaron los geles de actividad de 1D, y un carril tefiido con azul de Coomassie. En la parte inferior se muestra el
gel de 2D tefiido con TMBZ para hemos covalentemente unidos (A) y con Coomassie (B), con los marcadores de masa molecular (MMM) del lado izquierdo, para identificar las diferentes
subunidades de los complejos respiratorios que contienen citocromos. En la tabla 23 se muestran las masas moleculares y las dreas de cada subunidad identificada. Se tomaron como referencia
los geles de 2D de Garcia y colaboradores, 2012.

Tabla 23. Identificacion de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (B) y Coomassie (B) de la fraccion SDH+caas; LUWA46. En la parte
superior de la tabla se indican los complejos identificados por sus actividades en geles de 1D. A continuacion se enlistan las proteinas que se identificaron por su masa molecular en el gel de 2D,
se muestra su nombre, su masa molecular obtenida a partir del genomay en el gel (a/b) y su area (en pixeles). La tabla se dividié en secciones por ser demasiado grande.

B SDH+caa, LUW46 (Coomassie)
B3,C3 (bc,caas) S,B4,C4 (SDH,b.c,caa;)
Masa molecular: 409.0 kDa Masa molecular: 236.0 kDa
Nombre de laj Masa molecular Area |Nombre de la| Masa molecular Area
proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
A SBE: sguiIUWAGHTMBZ] QcrB 25.4/22 67120 | sdhA 653/72 | 22027.8
B3,C3 (b.c,caa,) S,B4,C4 (SDH, b c,caa,) o 1 1/61 8319.8
Masa molecular: 409.0 kDa § Masa molecular: 236.0 kDa . %’_ 2 2/53 852.6
Nombre de la| Masa molecular Area [Nombredela| Masa molecular Area g o CtaC 40.1/46 6145.6
proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles) ; 5 3 3/45 9603.0
_ _g QcrB 25.4/22 1090.1 1 1/67 1809.0 E E sdhB 28.4/33 18707.2
g2 2 2/59 270.0 s 3 QcrC 28.6/32 6463.8
S C;a?C 4‘1-/{4/25 gigz-z z = QcrB 25.4/23 11758.9
= Qc;'C zé 6753 4368-4 3 QcrA,SdhC 18.7,22.9/22 9757.1
s .% a - . o CccA 12.4/14 2847.5
23 crB 25.4/22 51437 CccB 11.9/12 2320.8
) g CccA 12.4/14 1982.4
o CccB 11.9/13 1162.8 B7,C6,A1 (b,c,caa;,ATPasa) A2 (ATPasa)
B7,C6,A1 (bc,can, ATPasa) Masa molecular: 145.5 kDa ) Masa molecular: 117.5 kDa §
Masa molecalar: ;45'5 KDa Nombre'de Masa molecular l.-\rea Nombre'de la| Masa molecular f\rea
Nombre de lal Masa molecular Area la proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
proteina a/b (kDa) (pixeles) Subunidades ﬁipg gi;jgi 2907211;5 ﬁtp: ;‘g;gi 2907211;
Subunidades del CtaC 40.1/46 2995.7 del complejo Ctzc 40'1/47 824é ) P s :
complejo respiratorio 4 4/45 2045.1 respiratorio - -
4 4/45 9481.7
N1 (NDH)
Masa molecular: 38.0 kDa
Nombre de la| Masa molecular Area
proteina a/b (kDa) (pixeles)
Subunidades del YjlD 41.9/65 5970.3
complejo respiratorio AtpG 31.5/40 5119.0

a. Masas moleculares (kDa) calculadas a partir del genoma.
b. Masas moleculares (kDa) obtenidas en el gel de 2D.
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+«+ Analisis del gel de 2D tefiido con TMBZ
En la figura 35A y la tabla 23A, se muestra el analisis del gel de 2D tefiido con TMBZ de la
fraccion SDH+caas; LUWA46.

En la banda B3,C3 (1D) con actividad de los complejos bsc y caas, se identificd al complejo bsc
por la subunidad QcrB.

En la banda S,B4,C4 (1D) con actividad para los complejos SDH, bsc y caas, se obtuvieron las
bandas 1, 2 y 3, de identidad desconocida. Se identificé a la caas por la subunidad CtaC. Se
identificd al complejo bec por las subunidades QcrC y QcrB. Por ultimo a los citocromos Cssp Y Cssz
por las proteinas CccA y CccB.

En la banda B7,C6 (1D) con actividad de los complejos bsc y caas, se identifico a la caas por la
subunidad CtaCy la banda 4 de identidad desconocida.

+«»+ Analisis del gel de 2D con Coomassie

En la figura 35B y en la tabla 23B se muestra el analisis del gel de 2D de la fraccion SDH+caas
LUW46.

En la banda B3,C3 (1D) con actividad para los complejos bsc y caas, se identificd al complejo bsc
por la subunidad QcrB.

En la banda S,B4,C4 (1D) con actividad de los complejos SDH, bsc y caas, se identificd a la SDH
por las subunidades SdhA, SdhB y SdhC. Se obtuvieron las bandas 1, 2 y 3 de identidad
desconocida. Se identificd a la caas con la subunidad CtaC. También se identificé al complejo bsc
por las subunidades QcrC, QcrB y QcrA. Por ultimo a los citocromos csso Yy €551 por las proteinas
CccA y CccB respectivamente.

En la banda B7,C6,A1 (1D) con actividad para los complejos besc, caas y ATPasa, se identificaron
las proteinas AtpA y AtpB. Se identificd a la caas por la subunidad CtaC. Por ultimo se obtuvo la
banda 4 de identidad desconocida.

En la banda A2 (1D) con actividad de la ATPasa, se identificaron las proteinas AtpA y AtpB.

En la banda N1 (1D) con actividad de la NDH, se identificé a la NDH por la proteina YjID y la
proteina AtpG de la ATPasa.

++» Comparacion de las fracciones SDH+aa; de la 168 y SDH+caa; de la LUW46
++ Espectros diferenciales

La fraccidon SDH+caas LUW46, donde se identificd a la SDH en la mutante, se obtuvo a un rango
de concentracién de NaCl menor (190.12-266.60 mM), en comparacién con la fraccion SDH+aas
168 de la 168 (230.7-474.4 mM).
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++ Geles hrCNE de 1D

Para ambas fracciones se obtuvo una banda correspondiente a un monémero de la NDH-2 pero
en asociacion con alguno de los otros complejos respiratorios. Al parecer es liberada de la
cromatografia con una alta concentracién de NaCl.

Por las actividades en geles de 1D, se observd que en esta fraccidn no solo se obtuvo a laSDHy
a la aas, sino también al complejo bsc y a la caas.

En la tincidn del complejo bsc y de la caas de la SDH+caas LUW46 se obtuvo un mayor nimero
de bandas en comparacién con SDH+aas 168, mostrandonos estequiometrias del super
complejo bsc+caas+cssotcss; de mayor tamaifio en la mutante, al parecer compensado la falta de
la quinol oxidasa aas.

En la tincion de la caas, la banda con la mayor drea correspondié a la del mondmero de la caas,
en ambos casos.

Por la masa molecular la SDH parece estar formando un dimero del complejo o estar asociada
con 2bgc+CssotCss1, junto con otras estequiometrias como 4bsc+CssotCss1 Y 2bsc+caas+Cssot+Css,
en la misma banda de alrededor de 260 kDa, tanto en la fraccion SDH+aa3 168 como la SDH+caas
LUWA46.

Por ultimo, en la tincion de la ATPasa en la fraccion SDH+caas; LUWA46, una de las bandas
asignadas a las subunidades a y B mas una a o una B adicional, también coincidié con la actividad
del bec y la caas.

¢ Geles SDS-PAGE de 2D

Al revisar las tinciones de TMBZ, se observé un notorio aumento en la intensidad de las
subunidades del complejo bsc, caas y los citocromos csso Y Css1, de la fraccidon SDH+caas LUWA46,
en comparacion con SDH+aa3 168. Ademas se obtuvieron las bandas 2, 3, 4 y los citocromos ¢sso
Yy Cs51, mientras que en la fraccién SDH+aas 168, no.

Nuevamente se obtuvo la mayor intensidad de las subunidades del complejo bsc, caas y los
citocromos csso Y €551, como en todas las fracciones, en la banda de alrededor de 260 kDa, por lo
que parece que la mayor cantidad de estos complejos y citocromos se encuentra formando las
siguientes asociaciones y estequiometrias: SDH+2bgC+Css50+Cs51, 2bsC+Caas+Csso+Css; Y 4bgC
+Cs50+Cs51. Todo esto porque las subunidades de estos complejos se encuentran migrando en
una misma banda.

En la 168 la asociacion SDH+2bsc+css0+Css51 ya se encontraba, pero se hizo mds evidente, o se
pudo haber expresado mas en la mutante LUWA46, como se puede observar por la intensidad de
las subunidades en la tincion con TMBZ en los geles de 2D. Por esto la concentracién de NacCl
necesaria para obtener la fracciéon con SDH disminuyé en la mutante.

En la tincidn con azul de Coomassie, en la fraccién SDH+caas; LUWA46, no se identificaron las
bandas correspondientes a la quinol oxidasa aas; como era de esperarse.
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Al parecer la SDH no esta formando un siper complejo con la aas ya que sus subunidades no
migran en una misma banda del gel de 1D.

Tabla 24. Tabla resumen de la comparacidon de los citocromos, los complejos y los siper complejos encontrados en B.
subtilis 168 y la LUW46.

Citocromos, Complejos y Super complejos B. subtilis 168 B. subtilis LUWA46
Citocromo ¢ v -
NDH-2 v v
Diferentes estequiometrias de SDH+b c+C . +C.., v v
Diferentes estequiometrias de b.c v v
Diferentes estequiometrias de b .c+caa.+C..,+C.., v v
Citocromo ¢ oxidasa caa, v v
Quinol oxidasa aa, v -
Subunidades a y  de la ATP sintasa v v
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Discusion
Los suiper complejos en procariontes

En la membrana celular de los organismos procariontes, coexisten varias enzimas de la cadena
respiratoria, tanto alimentadoras como aceptoras terminales de electrones. A diferencia de las
cadenas respiratorias mitocondriales, las cadenas bacterianas poseen ramificaciones
(Richardson, 2000). Estas ramificaciones pueden ser una ventaja para incrementar la flexibilidad
y la habilidad para hacer frente con rapidez a los cambios ambientales. B. subtilis tiene cuatro
oxidasas terminales, de las cuales la citocromo ¢ oxidasa caas y la quinol oxidasa aas estan
presentes en condiciones de crecimiento aerdbicas, mientras que la quinol oxidasa bd y la quinol
oxidasa bb’ se presentan en condiciones de poco oxigeno (Azarkina cols., 1999). Se ha debatido
por mucho tiempo si estos complejos interactian al azar (en un modelo fluido) o si se
encuentran asociados en los super complejos. Estas asociaciones supramoleculares de los
sistemas respiratorios parecen ser una caracteristica evolutivamente conservada (Magalon y
cols., 2012). Por ejemplo en E. coli se han identificado varios stiper complejos: uno, compuesto
por la NDH tipo 1y la tipo 2, otro, compuesto por dos quinol:oxigeno reductasas, la citocromo
bos oxidasa y la bdl oxidasa junto con la formato deshidrogenasa (FdoGHI), y un tercero,
compuesto por la succinato deshidrogenasa (SDH)+citocromo bdll oxidasa (Sousay cols., 2011y
Sousa y cols., 2012). Los super complejos reportados en bacterias tienen similitud con aquellos
reportados en mitocondrias. En ambos casos se ha reportado a los super complejos IlI+IV y
I+I11+1V, donde el complejo Il es uno de los complejos membranales mas representativos dentro
de los super complejos, ya que éste se encuentra en todos los dominios de la vida. En bacterias
se han reportado super complejos que en esencia cumplen la misma funcién que los
mencionados anteriormente, por ejemplo en Mycobacterium smegmatis y Corynebacterium
glutamicum donde la subunidad c; del complejo bc; clasico alberga dos citocromos tipo ¢ en
lugar de uno (complejo bcc) (Megehee y cols., 2006 y Niebisch y Bott, 2003). La consecuencia
funcional es que estas cadenas respiratorias no requieren un citocromo ¢ moévil para la
transferencia de electrones entre el citocromo c; y el centro Cua de la citocromo aas. Otro
ejemplo es el siper complejo de Aquifex aeolicus entre un complejo bc; y una citocromo oxidasa
tipo bas la cual tiene la propiedad de reducir/oxidar tanto al citocromo ¢ como al ubiquinol.
Finalmente en Bradyrhizobium japonicum fue reportada una asociacién funcional entre el
complejo bc; y la citocromo ¢ oxidasa tipo cbbs (Magalon y cols., 2012).

Caracteristicas excepcionales en B. subtilis de su cadena respiratoria:

En este trabajo B. subtilis ha sido utilizada como modelo experimental por ser una bacteria con
la cual ya se han realizado trabajos previos acerca de la formacidn de stper complejos en su
cadena respiratoria, tanto por nosotros, como por otros investigadores (Garcia y cols., 2012 y
Sousay cols., 2013). El complejo bsc de B. subtilis posee particularidades excepcionales, QcrB de
25.4 kDa es un citocromo b en el que se encuentra dos hemos tipo b, tiene ademds un hemo
denominado x, covalentemente unido por un enlace tioéter (Sonenshein y cols., 2002). La
subunidad QcrC de 28 kDa posee una region N terminal de alrededor de 170 residuos de
aminodcidos que es similar a la subunidad IV de 17 kDa del complejo bgf. La regién C terminal
contiene un citocromo ¢, identificado por la secuencia consenso CXXCH encontrada en todos los
citocromos tipo ¢ (Yu y cols., 1995), que es similar al citocromo csso de Bacillus (Yu y Le Brun,
1998). Estas caracteristicas parecen hacer del complejo bsc una tercera clase de complejos bc,
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por compartir caracteristicas tanto de complejos respiratorios como fotosintéticos, a pesar de
no ser una bacteria fotosintética (Yu y Le Brun, 1998).

En la cadena respiratoria de B. subtilis, los complejos bec, citocromo ¢ oxidasa caas y quinol
oxidasa aas; son los tres complejos que translocan protones a través de la membrana
citopldsmica. Garcia y colaboradores en el 2012, identificaron a los super complejos
bsc+caas+csso y SDH+NAR utilizando andlisis de geles de poliacrilamida hrCNE y geles BNE,
analizados posteriormente por geles de SDS de segunda dimensién 2D-SDS-PAGE y por
espectrometria de masas. Asi mismo, en las condiciones experimentales reportadas
identificaron a los super complejos bsct+caas+ATPsintasa, SDH+aas; y aas+ATPsintasa.
Considerando estas ultimas asociaciones, se pensd que eliminando a la aas, se podria forzar la
formacién del super complejo bsc+caas+ATPsintasa y por otro lado afectar a la SDH (si es que
existe una asociacién SDH+aas) u otros stUper complejos.

Diferencias entre B. subtilis 168 (silvestre) y la mutante LUW46

En este trabajo se utilizd la mutante de B. subtilis LUW46 carente de la quinol oxidasa aas por la
interrupciéon de goxABCD con un casete de kanamicina. Santana y colaboradores (1992),
reportaron que al utilizar una mutante de B. subtilis carente de la aas, el crecimiento es
considerablemente menor que el de la cepa silvestre, utilizando diferentes fuentes de carbono
como succinato, lactato o citrato, sin embargo, ellos crecieron a la bacteria en medio LB y no
mencionan el tiempo ni la fase de crecimiento en que obtuvieron estas observaciones.

Al realizar nosotros las curvas de crecimiento, la mutante LUW46 crecid un poco mas
lentamente, mostrando un tiempo de duplicacién mayor a la 168 en la fase exponencial (23.7 y
15 minutos respectivamente, ver tabla 3). Al final de la curva de crecimiento (23.5 h), la mutante
alcanzdé la misma densidad éptica que la cepa 168 lo que indicd que la carencia de la quinol
oxidasa aas no afectd el crecimiento de la bacteria durante la fase estacionaria. En cuanto a la
cantidad de bacterias y de membranas obtenidas, se obtuvo un promedio de 13.05 g de bacteria
de la 168 /L de medio y para la mutante LUW46 un promedio de 10.98 g/L. Mientras que el
promedio de proteina membranal (expresado en mg por g de bacteria) de la 168 fue de 8.03
mg/g y de la LUW46 de 12.47 mg/g. En general, observamos que para la LUW46 se obtuvo un
menor numero de células pero mayor cantidad de proteina de membrana (Tabla 4). Al comparar
los espectros diferenciales de absorcidon de las membranas de la 168 y la LUW46 (Figura 11A),
nos llamé la atencién que la concentracién de los citocromos a de la LUW46 disminuyé 75.0 %
en comparacién con los citocromos a de la 168 (Figura 12). Ademas, el maximo de absorcion
tuvo un corrimiento hacia los 605 nm correspondientes al citocromo a de la caas, lo que va de
acuerdo con la pérdida de la aa; (Figuras 11By 11C). Se concluyé que el 75.0 % de la absorbancia
correspondio a la quinol oxidasa aas y el 25.0 % a la citocromo ¢ oxidasa caas. Este dato es un
indicio de que la caas y el bsc fueron suficientes para generar el gradiente protéon motriz y
mantener el crecimiento de la bacteria en un medio con 3.0 % de succinato. Aunque las quinol
oxidasas tipo bd"y bb” pudieron tomar parte en el crecimiento de la bacteria, en nuestro analisis
espectrofotométrico no encontramos evidencias de la presencia de estas oxidasas. Zamboni y
Sauer (2003), reportaron que durante el crecimiento exponencial de B. subtilis bajo condiciones
bien aireadas en medio minimo o en medio rico, la quinol oxidasa aas parece ser la
predominante, esto coincidié con lo que nosotros observamos. Ellos mencionaron que cualquier
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quinol oxidasa, por si sola, es capaz de sostener el crecimiento de Bacillus, pero la citocromo ¢
oxidasa no puede hacer esto. Por esta razon, es probable que en el caso de la LUW46 que carece
de la quinol aas, las otras quinol oxidasas (bb”y bd’) hayan mantenido la fase de crecimiento
exponencial. Winstedt y Wachenfeldt en el 2000, mencionan que ninguna de las oxidasas
terminales de B. subtilis por si mismas, son esenciales para el crecimiento aerébico. Nosotros
observamos que la falta de la quinol oxidasa aas en la mutante no alterd el crecimiento de la
bacteria y la cadena respiratoria tuvo concentraciones de citocromos ¢, b cercanas a la de la 168,
(73.3 % del citocromo c y 75.0 % del citocromo b en la LUW46 con respecto a la 168) (Figura 12).

Fracciones observadas en la cromatografia de intercambio idnico:
Garcia y colaboradores en el 2012, solubilizaron membranas de B. subtilis con 4 mg de

digitonina, mientras que en el presente trabajo se solubilizaron con 1.5 mg de DDM por mg de
proteina en presencia de 100 mM de NaCl. Posteriormente, el solubilizado se cargd en
cromatografias de intercambio idnico y las fracciones obtenidas se analizaron por medio de
electroforesis nativas. A pesar de que el detergente DDM es mads agresivo que la digitonina
(Ljungdahl y cols., 1987), se logré identificar el siper complejo bsc+caas+csso+cCsss, € indicios de
la asociacién SDH+bsc+cssotCss;. Los demads super complejos que reportaron Garcia y
colaboradores, no pudieron ser identificados en estas condiciones, por lo que concluimos que
el siper complejo bsc+caas+csso+css; €s muy estable y dificil de disociar, en comparacién con las
demas asociaciones.

Sousa y colaboradores en el 2013 confirmaron los sUper complejos bsc+caas y SDH+NAR
propuestos por Garcia y colaboradores en el 2012, pero reportaron que la SDH se encontraba
en forma de dimero en asociacién con la nitrato reductasa (NAR). Cabe hacer notar, que Sousa
y colaboradores en el 2013 crecieron a la bacteria en medio LB, que al igual que el medio MSR
contiene cantidades relativamente altas de nitrato (no menos del 10.0 %), en ambos reportes
mencionan que el super complejo 2SDH+NAR tiene un papel importante en mantener viable a
la cadena respiratoria bajo estas condiciones. Este resultado mostré la gran capacidad de
adaptacion que posee B. subtilis, por lo que es posible una asociacion diferente entre complejos
respiratorios utilizando medios de crecimiento diferentes. Ljungdahl y colaboradores (1987),
mencionan que incluso dentro de cada especie los parametros dptimos de detergente para la
purificacién de algun complejo pueden variar con los diferentes medios de crecimiento. En
nuestro caso al utilizar un medio rico con 3.0 % de succinato, se esperaba un aumento en la
expresion de la SDH, y por ende observamos asociaciones de la SDH con el bsc y los citocromos

Cs50Y Cs51.

En la cromatografia de la 168 se obtuvo una fraccién durante el lavado de 10 mM de NaCl, que
posteriormente se identificé como un citocromo tipo c (posiblemente los citocromos csso Y Css1).
En la LUW46 no se obtuvo una fraccion similar, este dato nos indicé que en la mutante los
citocromos csso Y Css; se mantienen mas fuertemente asociados al super complejo
bsc+caas+cssotCssi, por lo que se pensd que estos citocromos podrian ser parte esencial del super
complejo. Después, esta idea fue confirmada en los geles de 2D, donde se observé a los
citocromos cssp ¥ Css; integrados en las bandas de los stiper complejos bsc+caas revelados por la
tincién de TMBZ.
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El rango de concentracién de NaCl necesaria para separar a la SDH de la resina, para la mutante
fue 43.0 % menor (190.1-266.6 mM), que para la 168 (230.7-474.4 mM). Como se observé en
los geles de 1D y 2D, la SDH se encontré asociada al complejo bsc, y en la mutante LUW46 esta
asociacion se volvié mds evidente. Posiblemente la falta de la aas obligd a la SDH a interactuar
mas con el bsc, disminuyendo la exposicidon de sus cargas negativas, por lo que se obtuvo a
concentraciones de NaCl menores a las de la 168. Este dato (la fuerza idnica necesaria para
obtener a la SDH) se reprodujo en las tres repeticiones de las cromatografias. En el analisis de
2D correspondiente a la fracciéon SDH+caas LUWA46 (Figura 35), la tincién con TMBZ fue mas
intensa para las bandas de las subunidades del bsc y la caas en comparacion con las subunidades
de la fraccién SDH+aa; 168 (Figura 32). Para SDH+caas; LUW46, CtaC aumentd su drea en un 84.2
%, en comparacién con SDH+aas; 168; QcrC en un 83.8 % y QcrB en un 67.6 %, ademas en la 168
no se obtuvieron los citocromos css y €551 @ pesar de que se cargaron 100 g de proteina en los
geles para ambas muestras, con lo que se pensd aumentar la posibilidad de observar estas dos
proteinas.

Las subunidades de la quinol oxidasa aas se identificaron al comparar los geles de 2D SDS-PAGE
tefiidos con Coomassie obtenidos de los sobrenadantes de las solubilizaciones de las dos
membranas. Las bandas que desaparecieron en la mutante tuvieron una masa molecular
cercana a la predicha por medio del genoma (ver tablas 28B y 29B). Por nuestros resultados,
pensamos que la SDH no forma super complejos con la quinol oxidasa aas como se habia
propuesto por Garcia y colaboradores (2012), pero si con el complejo bsc.

Aunque las asociaciones con la SDH son nuevas para bacterias Gram positivas, ya se han
reportado super complejos con la SDH en otros organismos. Yu y colaboradores (1974) y Acin
Pérez y colaboradores (2008), reportan que en mitocondrias es posible una asociacion del
complejo Il, como un super complejo I+l y un super complejo lI+111+1V, utilizando diferentes
tipos de detergentes y obteniendo diferentes estequiometrias, ya que algunos detergentes son
mas suaves que otros y algunos complejos son mas susceptibles a ciertos detergentes. Los
mismos autores afirman que los siper complejos no son artificios experimentales obtenidos por
el tipo de detergente que se utiliza en una metodologia. Por otra parte, Sousa y colaboradores
en el 2012 reportaron un stiper complejo SDH+citocromo bdll en E. coli. La diferencia entre la
cadena respiratoria de E. coli y B. subtilis es que la primera no tiene complejo tipo bc, sin
embargo se adapta gracias a la gran variedad de componentes en su cadena respiratoria
(Magalony cols., 2012). Otro ejemplo de adaptabilidad de las bacterias es Aquifex aeolicus, una
bacteria hipertermofilica, quimiolitoautotréfica y oxidadora de hidrégeno, que tiene un super
complejo azufre quinona oxidoreductasa (Sqr)+complejo bci+citocromo ¢ oxidasa, siendo éste
super complejo el primero en su clase en haber sido reconocido y analizado (Prunetti y cols.,
2010).

El siper complejo bsc+caas:

El siper complejo que se obtuvo practicamente en todas las fracciones de las cromatografias y
en una gran variedad de estequiometrias en el andlisis de los geles de 1D fue el
bsc+caas+csso+Css;. En comparacidn con otros organismos, el bgc y la caas de B. subtilis son muy
dificiles de separar, aun después de utilizar un detergente como el DDM, que si bien es lo
suficientemente fuerte para separar los complejos en sus formas individuales, no lo es para
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desnaturalizarlos ni para separarlos en sus subunidades, permitiéndoles conservar su actividad
enzimatica (Wittig y cols., 2007), aiin después de aplicar una fuerza idnica de NaCl, que aumento
hasta 500 mM. Comparativamente, Ljungdahl y colaboradores (1987), con eluso de 0.5a 1.5 mg
de DDM por mg de proteina de membrana y cromatografias de intercambio anidnico,
purificaron a los complejos tipo bc: enzimaticamente activos de Rhodobacter sphaeroides,
Rhodobacter capsulatus, Saccharomyces cerevisiae y de bovino. Berry y Trumpower (1985)
aislaron al complejo bc; y al complejo caas por separado, utilizando 1 mg de DDM por mg de
proteina de membrana, cromatografias de intercambio idnico y una columna de hidroxiapatita.
Ellos utilizaron relaciones detergente proteina similares a los utilizados en este trabajo que fue
de 1.5 mg de DDM por mg de proteina, sin embargo en nuestro caso, la asociacién entre bsc y la
caas siempre se mantuvo fuerte.

La banda de 213-390 kDa con actividad de bsc y caas de todos los geles de 1D, presentd siempre
un area muy grande en las subunidades de los complejos en los geles de 2D tefiidos con TMBZ.
Para esta masa molecular se pueden proponer las siguientes estequiometrias o formas de
organizacion de los complejos bsc y caas o del super complejo bsc+caas: 4bsc+cCssot+Cssz (213 a
260 kDa), 2bsc+caas+cssot+css: (242.5 a 386.5 kDa), o con la SDH como: SDH+2bsc+Cs50+Cs51 (242.5
kDa) (Tabla 25 y Figura 36).

Las mayores masas para el super complejo bsc+caas+cssot+css; se obtuvieron en el rango de 1900
a 100 kDa, y proponemos las siguientes estequiometrias basandonos en la figura 36 donde se
plantea el modelo de unién de los diferentes siper complejos: 12bsc+6caas+6csso+6Css: (1900
kDa), 10bsc+5caas+5csso+5¢ss; (1437 kDa), 8bsc+5caas+4cssotdcss; (1399.5 a 1346 kDa),
8bsc+4caastdcssotdcss; (1111 a 1273 kDa), 6bsc+3caas+2cssot2css; (786 a 1046 kDa),
4bsc+3caasz+2cssot2css; (650  kDa), 4bsc+2caasz+2cssot2css; (5545 a 600  kDa),
2bsc+2caas+csso+css; (409 a 457 kDa), 2bsc (104 a 195 kDa) y caas (104 a 180 kDa) (Tabla 25).
Cabe sefalar que las bandas de mayor masa molecular de los siper complejos bsc+caas+Csso+Csss
observados en los geles de 1D no se pudieron observar en la tincién con TMBZ de los geles de
2D, pensamos que esto se debe a que podrian encontrarse en poca cantidad y por debajo del
limite de la concentracidn de citocromos c requeridos para su deteccion con esta tincidn, que es
de 0.08 nmoles de citocromo, como ya se menciond en la seccidon de materiales y métodos.
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Tabla 25. Diferentes estequiometrias des los siper complejos bsc+caas+Csso+Css1, SDH+beC+Cs50+C551 Y los complejos
bec y caas obtenidos en el analisis de los geles de 1D.

Estequiometrias Masa Molecular (kDa)
12b c+6caa ,+6C..,+6C., 1900
10bc+5caa ;+5¢. - +5¢C. ., 1437
8b.c+5caa +4Ac . +AC.., 1399.5 a 1346
8b.c+4caa+4c . +AC.., 1111 a 1273
§ 6b,C+3€a0 +2Cc +2C.e; 786 a 1046
o | 4b.c+3caa +2c.,+2C., 650
g 4b c+2caa +2Cc 1+ 2Cc., 554.5 a 600
E._ 2b.c+2cad +CocptCec, 409 a 457
3 2b.c+cad +CocptCeory 242.5 a 386.5
SDH+2b c+C.cptCec, 242.5
4b c+C.ytCec, 213 a 260
2b.c 104 a 195
Caa, 104 2 180

Figura 36. Ay B. Posible conformacion de menor masa molecular del stiper complejo bsc+caas+cssp+Cssi. C. Acomodo
del super complejo bgc+caas+csso+css; en forma de cuerda con el que puede alcanzar tamafios de hasta 1900 kDa. D.
Modelo de la asociacidn entra la SDH, el complejos bsc y los citocromos csso Y Cs51.

Con los geles de 2D se demostré que los citocromos csso y €551 forman parte del siper complejo
bsc+caas y que la SDH puede estar asociada con el complejo bsc mas los citocromos csso Y Css1
como SDH+bsct+cssotcss1. Pensamos que la cadena respiratoria de B. subtilis puede regularse
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formando estequiometrias del slUper complejo bsct+caas+cssotcss; de tamanos muy grandes
compensando la carencia de la quinol oxidasa aas y mejorar el flujo de electrones.

Sousay colaboradores en el 2013 mencionan la organizacién de los siper complejos en un mega
complejo de una estructura como “cuerda” en B. subtilis, con bloques de estequiometrias de
(bsc2+caas4)2 de alrededor de 730 kDa (Figura 37). Este tipo de estructuras ya han sido
propuestas en mitocondrias de plantas y mamiferos, pero Sousa y colaboradores mencionan
gue nunca antes habian sido sugeridas para procariontes. Por ejemplo en mitocondrias de papa
se ha propuesto una estructura en forma de “cuerda” de los complejos respiratorios cuya unidad
basica estd compuesta por dos copias del complejo I, una copia del dimero del complejo Il y dos
copias del complejo IV. La asociacidén de estas unidades basicas es a través del complejo IV que
interacciona con el complejo IV de la siguiente unidad, formando estas grandes estructuras,
reportando unidades de super complejos de alrededor de 1.2 a 3 MDa (Bultema y cols., 2009)
(Figura 38). Otro ejemplo es el de Wittig y colaboradores (2006), para mitocondrias de mamifero
de diferentes organismos, donde proponen una estructura llamada “cuerda respiratoria”
compuesta de un super complejo 11lll2IVs y un pequefio siper complejo 1121V, el cual puede
cambiar su estequiometria segun el organismo (masas moleculares no reportadas) (Figura 39).
Tales asociaciones aumentan la tasa de transferencia de electrones e incrementan la estabilidad
de los complejos individuales en la fosforilacion oxidativa (Bultema y cols., 2009). Por lo que
observamos en B. subtilis, es posible que la asociacion del siper complejo bsc+caas+csso+Cssi, €n
este tipo de estructuras como cuerda se den a través de la interaccion del bsc con la caas (Figura

36).
o Ty W
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Figura 37. Un mega complejo respiratorio representando la unién de dos unidades basicas compuestas por 2
complejos bgc y 4 citocromos ¢ oxidasas caas, conectadas por la caas, formando una “cuerda respiratoria”. Imagen
tomada de Sousa y colaboradores, 2013.

E

Figura 38. Modelo esquematico de la organizacion de los complejos respiratorios en estructuras como “cuerdas”.
Imagen tomada de Bultema y colaboradores, 2009.
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26-30 nm

Figura 39. Modelo de una asociacion linear de siper complejos de la cadena respiratoria en mitocondrias de mamifero
nombrada como “cuerda respiratoria”. Imagen tomada de Wittig y colaboradores, 2006.

Los complejos respiratorios que no se asociaron:

En cuanto a la NDH, con los geles de 1D quedd demostrado que no forma asociaciones con
ninguno de los otros complejos respiratorios. Como en muchas otras bacterias, la participacion
de la NADH deshidrogenasa tipo 2 en la formacidn de super complejos no se ha detectado en B.
subtilis, ya que al parecer esta proteina no estd completamente embebida en la membrana, por
lo que presenta una pronunciada sensibilidad al detergente y por tanto no forma super
complejos. Por ejemplo, en el caso de la levaduras como S. cerevisiae que no contienen complejo
I, Zhong Cui y colaboradores (2014) mencionan que se han obtenido super complejos entre un
dimero del complejo Ill y uno o dos complejos IV al lado del complejo Ill, mejorando la
transferencia de electrones y disminuyendo la formacién de especies reactivas de oxigeno.

Algunas de las bandas obtenidas en los geles de 2D con la tincién de TMBZ, no correspondieron
en masa molecular a ninguna de las subunidades de los complejos respiratorios con hemos
covalentemente unidos. Estas bandas podrian ser subunidades agregadas que migraron
andmalamente en el gel y no correspondieron con alguna de las subunidades de los complejos
respiratorios. Sin embargo, debido a que se obtuvo tincién con TMBZ se pueden identificar como
citocromos.

En el caso de la ATP sintasa se tendrdn que probar nuevas metodologias para poderla obtener
de forma completa, ya que al parecer la solubilizacién de las membranas de B. subtilis con DDM
en presencia de 100 mM de NaCl, las cromatografias de intercambio anidnico y los diferentes
lavados de las cromatografias con NaCl (10, 40, 100, un gradiente de 100 a 500 y un ultimo
lavado de 500 mM de NaCl) fueron muy agresivos. Se podrian cambiar las condiciones de la
solubilizacion de las membranas de las cepas 168 y LUW46, utilizando un detergente mas suave
qgue el DDM, como la digitonina, y posiblemente utilizar un gradiente de sacarosa en lugar de
una cromatografia de intercambio idnico. También se podrian cambiar las condiciones de
corrimiento de los geles hrCNE utilizando digitonina en el amortiguador superior en lugar de
DDM (Wittig y cols., 2007). Morales Rios y colaboradores (2010) purificaron a la ATP sintasa en
vesiculas de membrana de Paracoccus denitrificans de forma activa, mediante lisis celular y
centrifugaciones diferenciales.
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Una interaccion fisica entre la caas y la ATP sintasa de B. pseudofirmus OF4, fue reportada por
Liu y colaboradores (2007), mediante la purificacion de la ATP sintasa en vesiculas de
membranas con sulfato de amonio y gradientes de sacarosa. La purificacién de la caas se realizé
con sulfato de amonio, DDM, columnas de hidroxiapatita y cromatografias de intercambio
idnico. Posteriormente, la unién de estas dos proteinas se realizd en vesiculas de asolectina,
para su posterior analisis por calorimetria diferencial y resonancia paramagnética de saturacion
de transferencia de electrones, donde encontraron que la caas interactlia directamente con la
ATP sintasa.

La regulacién de la expresion de los complejos de la cadena respiratoria de B. subtilis segun sus
necesidades puede ser como en E. coli, en donde la expresidén de los genes que codifican para
la cadena respiratoria dependen de factores externos, tales como la disponibilidad de oxigeno
o el tipo de aceptores de electrones disponibles (Sousa y cols., 2012).

Con toda esta evidencia, se podria decir que la cadena respiratoria de B. subtilis no se ajusta al
modelo del estado fluido de la membrana ni al modelo del estado sélido, sino a una combinacion
de ambos. En la membrana coexisten largas cadenas o mega complejos y siper complejos de
menor tamano de diferentes complejos respiratorios, incluso de solo uno o dos tipos de éstos,
segun lo requiera la bacteria. Como lo mencionan Magalon y colaboradores (2012), muchos
super complejos de una amplia variedad de organismos han sido caracterizados
bioguimicamente y difieren en sus estequiometrias y en su composicion.
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Conclusiones:

La mutacién que eliminé a la quinol oxidasa aas; no afectd el crecimiento de B. subtilis
LUW46, a pesar de que es uno de los Unicos tres complejos (junto con el complejo bsc y la
citocromo c oxidasa caas), que contribuyen a la fuerza protdn motriz.

En fase estacionaria, el 75.0 % de la concentracidn total de citocromo tipo a (de los espectros
diferenciales de las membranas de B. subtilis), correspondié a la quinol oxidasa aas, mientras
que el 25.0 % a la citocromo ¢ oxidasa aas.

La caas y el bec, asi como el super complejo bsc+caas+csso+css: fueron suficientes para
mantener el crecimiento de la bacteria, generando el gradiente de protones en ausencia de
la aas.

La estequiometria del siper complejo bsct+caas+csso+css; de mayor tamafio que se pudo
observar fue de alrededor de 1900 kDa. Posiblemente este super complejo esté formando
una estructura como “cuerda” capaz de mejorar el transporte de electrones.

B. subtilis tiene la capacidad de regular su cadena respiratoria para adaptarse rapidamente
a los cambios en su ambiente. Por ejemplo la mutante de B. subtilis LUW46 aumentd la
cantidad del siper complejo bsc+caas+cssotcss; en las estequiometrias de mayor tamafio y
la asociacion de SDH+bgc+css0+C551 €n comparacion con la 168, para compensar la falta de la
quinol oxidasa aas.

El siper complejo bsc+caas+cssot+cssies muy estable y dificil de disociar, en comparacion con
las demas asociaciones entre los complejos respiratorios reportadas por Garcia y
colaboradores (2012) y Sousa y colaboradores (2013).

Los citocromos cssp Y Css1 Se mantienen fuertemente asociados dentro del super complejo
bsc+caas+cssot+Cssi, por lo que estos citocromos parecen jugar una parte esencial en el super
complejo.

La SDH no se encontrd asociada a la quinol oxidasa aas; como se habia supuesto, pero si
parece estar relacionada con el complejo bsc y los citocromos csso Y €551 (SDH+bsC+Cs50+Cs51).
Esta asociacion fue identificada por medio de actividades en gel de 1D y por la identificacion
de sus subunidades en los geles de 2D.

El complejo bsc siempre se encuentra acompafiado de los citocromos ¢ssp Y €551, tanto en la
168 como en la mutante LUWA46, y puede estar conformado como un dimero o un
tetramero.

Se obtuvieron al menos ocho diferentes formas del super complejo bsc+caas+csso+Css; con
masas desde 400 hasta 1900 kDa por lo que se proponen ocho estequiometrias para estas
masas.

La citocromo c¢ oxidasa caas; puede encontrarse en forma de mondémero con una masa
molecular de 104 a 180 kDa.

La NDH tipo 2 de B. subtilis no forma asociaciones con alguno de los otros complejos
respiratorios.

Se necesita una metodologia de solubilizacion menos agresiva a la que se utilizdé en éste
trabajo para poder obtener a la ATP sintasa completa y poder saber si es parte de algun
super complejo.
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Apéndice 1.

Tinciéon Tincién Tincién Tincién  Tincién  Tincién
4% NDH-2  SDH bc; caa;  ATPasa Coomassie

| u — C11000 kDa

= M ATPasa 597 kDa

= ClI1482 kDa

e = CIV 205 kDa

hrCNE

—Cl1123 kDa

13%
Figura 40. Identificacion de los complejos respiratorios en un homogeneizado de corazén de pollo por tinciones de
actividad histoquimica de los complejos: NDH, SDH, bc;, caas y ATPasa, y azul de Coomassie. Cada carril fue cargado
con 150 ug de proteina. Las masas moleculares de los complejos mitocondriales fueron tomados de (Wittig y cols.,
2010) y estan indicados junto al carril de Coomassie. Cl: complejo I, Cll: complejo I, Clll: complejo llI, CIV: complejo
IV, M: monémero de ATPasa.

En la figura 40 se muestran las tinciones de actividad histoquimica de los complejos NDH, SDH,
bsc, caas y ATPasa de la cadena respiratoria mitocondrial, y una tinciéon con azul de Coomassie
de geles hrCNE de 1D de un homogeneizado de corazén de pollo, que se utilizd6 como
marcadores de masa molecular para contar con un rango de masas moleculares cercanas a las
de los complejos respiratorios de B. subtilis, y también para corroborar la tincién de actividad
de cada complejo respiratorio.
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Apéndice 2.
++» Sobrenadante 168

Tincién Tincién Tincién Tincién Tincién
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Figura 41. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida del Sobrenadante 168,
con 100 pg de proteina, tefiidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios de B. subtilis (N = NADH
deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B = complejo bsc, C = citocromo ¢ oxidasa caaz y A =
ATPsintasa). Cada banda se nombré con la primera letra del nombre del complejo respiratorio segun la tinciéon y un
numero en orden descendente. El nimero 1 corresponde a la banda de mayor masa molecular. Al lado derecho de
cada carril de actividad se muestra un carril de la misma fraccidn, tefiido con azul de Coomassie. En aquellas bandas
donde se obtuvo actividad para mas de un complejo, se les puso al lado la letra numerada correspondiente a la banda
del complejo con el que coincidieron.

86



Tabla 26. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas tefiidas para las
actividades de los complejos NDH, SDH, bgc, caas y ATPasa. Cada banda se nombré con la primer letra del complejo
de la tincidn en cuestidn, y se le asignd un nimero de arriba hacia abajo por su peso molecular.

Sobrenadante 168
Banda | Area (Pixeles) | Masa molecular kDa | Estequiometrias propuestas
NDH-2
N1 3672.0 85.5 Dimero
N2 20420.2 48.5 Mondmero
SDH
S 13997.1 228.0 Dimero
bgc

Bl 1029.2 1111.0 8b c+4caa +4c, HAc,.,

B2 13509.0 567.0 4b c+2caa,42¢, A2¢. .,

B3 10572.7 421.0 2bc+2ca0,+CcytCer,
B4 274372 249.50 SDH+2bC+CsgtCosy, 2b,CHCAAHFCog HCosy,

i 4bﬁC+C<<n+c<<1

B5 815.6 137.00 2b.c

caa,

C1 10262.5 1399.5 8b.c+5caa,+4c ,tAc. .,
B1,C2 7179.0 1216.5 8b.c+4caa +4c . tAcC. .,
B2,C3 1518.9 581.0 4b.c+2caa +2c¢ ., +2Cc.,
B3,C4 24813.7 430.5 2bc+2ca0,+CooytCer,

5,B4,C5 10915.8 2235 SDH+2b,C+CgontCssy, 2b,C+CAA5+Co5,HCss,,
4b6C+C<<n+cqq1
B5,C6 11484.8 72.0 caa,
ATPasa
Al 506.5 124.0 ayp
A2 535.3 107.0 ayp

En la figura 41 se muestran las tinciones para las actividades de los complejos NDH-2, SDH, bec,
caasy ATPasa, del sobrenadante 168, con su respectiva tincién con Coomassie, y en la tabla 26
el andlisis de estos geles, mostrando el area relativa en pixeles, la masa molecular y la identidad
de cada una de las bandas.

En la tincidn de la NDH-2 se obtuvieron dos bandas, N1 de alrededor de 85.5 kDa lo que indicaria
que es un dimero, y N2 con una masa molecular cercana a la masa del monémero del complejo
(48.5 kDa).

En la tincion de la SDH, la banda denominada S, tuvo una masa molecular de 228 kDa
correspondiente a un dimero del complejo (112 kDa para el monémero).

En el caso de la tincidn del complejo bec, se obtuvieron las bandas B1, B2, B3, B4 y B5. Las bandas
B1, B2 y B3. La banda B4 coincidié con la actividad de la SDH (banda S), posiblemente formando
una asociacién SDH+2bec. La banda B5 fue la banda mas pequefia en masa molecular, tuvo una
masa cercana al dimero del complejo (144.2 kDa). La mayor actividad (la sefial mas fuerte de
actividad) se obtuvo en el rango de 567 a 249.5 kDa.

Para la tincidon de la caas, se obtuvieron las bandas C1 a C6, de las cuales la banda C1 fue la de
mayor masa molecular (1399.5 kDa). Posiblemente se trate del super complejo
bsc+caas+csso+Css; (posible estequiometria de 8bsc+5caas+4csso+4Cssz, por su masa molecular).
Las bandas C2, C3 y C4 coincidieron con la actividad del complejo bsc. Proponemos las diferentes
estequiometrias de la asociacion de estos dos complejos (8bsc+dcaas+4cssotacsss,
4bec+2caas+2Cssot+2Css1 Y 2bsc+2caas+Csso+Css1). La banda C5 coincidié con la actividad de la SDH
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y el complejo bsc. Por la masa de esta banda se podrian asumir las siguientes asociaciones:
SDH+2beC+C550+Cs51, 2bsC+Caa3+Cs50+Cs51, 4bsC+Cs50+Cs51. La banda C6 se acercd a un monémero
de la caas (145 kDa). En esta tincidn, la mayor area de actividad se obtuvo entre las masas
moleculares de 430.5 y 72 kDa, similar a las bandas con mayor actividad de la tincién del
complejo bsc, sin embargo, la banda correspondiente al monémero de la caas tuvo un area
mayor a la del dimero del complejo bsc.

Para la tincién de actividad de la ATPasa, solamente se obtuvieron dos bandas Al y A2,
correspondiente a la suma de las masas moleculares de una subunidad ay una 3, y sin embargo,
no se identificé ninguna banda coincidente con la masa del complejo entero tomando en cuenta
todas sus subunidades (de alrededor de 500 kDa).

+* Sobrenadante LUW46
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Figura 42. Carriles de los geles hrCNE de 1D, con un gradiente del 4.0 al 13.0 % de acrilamida del Sobrenadante LUW46,
con 100 pg de proteina, tefiidos para las actividades de cinco de los complejos respiratorios de B. subtilis (N = NADH
deshidrogenasa (NDH), S = succinato deshidrogenasa (SDH), B = complejo bsc, C = citocromo c oxidasa caas y A =
ATPsintasa). Cada banda se nombré con la primera letra del nombre del complejo respiratorio segun la tinciéon y un
numero en orden descendente. El nimero 1 corresponde a la banda de mayor masa molecular. Al lado derecho de
cada carril de actividad se muestra un carril de la misma fraccion, tefiido con azul de Coomassie. En aquellas bandas
donde se obtuvo actividad para mas de un complejo, se les puso al lado la letra numerada correspondiente a la banda
del complejo con el que coincidieron.
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Tabla 27. Areas relativas de actividad en pixeles, masas moleculares e identidades de las bandas tefidas para las
actividades de los complejos NDH, SDH, bgc, caas y ATPasa. Cada banda se nombré con la primer letra del complejo
de la tincidn en cuestidn, y se le asigné un numero de arriba hacia abajo por su peso molecular.

Sobrenadante LUW46
Banda | Area (Pixeles) | Masa molecular kDa | Estequiometrias propuestas
NDH-2
N1 1965.5 98.0 Dimero
N2 12739.4 50.5 Mondémero
SDH
s | 5209.8 248.00 Dimero
b.c
B1 4070.8 1518.5 12b.c+6caa,+6C.,+6C.;
B2 7352.7 1168.5 8b.c+4caa +Ac ,+AC. .,
B3 1503.7 986.0 6b.c+3caa,+3C.-,+3C..,
B4 9258.4 562.0 4b c+2caa,+2C.,+2C .,
B5 19707.8 457.0 2bc+2€00+CcptCer s
B6 8955.4 396.0 2b c+ca0+CocpytCer,
S.B7 25799 8 248.6 SDH+2byC+C554+Cs5,, 2bgC+CaA+Cs55+Cosy,
i 4bEC+C§§n+C§§1
B8 1835.7 85.0 2b.c
caa,
B1,C1 5159.8 1832.0 12bc+6caa +6¢ ., +6C..,
B2,C2 5155.6 1273.5 8b.c+4caa A+AcC.,+AC. .,
B3,C3 2873.7 1121.5 6b.c+3caa +3c . +3C..,
B4,C4 5063.0 600.5 4b c+2caa,+2¢ ., +2C,
BS5,C5 18135.1 452.0 2b.c+2€00 +CceCer s
B6,C6 12548.2 348.5 2bc+ca0+CocpytCer,
$.B7.C7 8379.2 2330 SDH+2b,c+Cg551Cs5q, 2bgCtcaas+Cyg tCes,
§ ’ 4bSC+C’§’;n+C‘I’§1
B8,C8 20475.2 110.5 caa,
ATPasa
Al 9674.5 107.5 ayp
A2 1078.6 107.0 ayp

Ellafigura 42 y en la tabla 27 se muestra el analisis los carriles del Sobrenadante LUW46, tefiidos
para las actividades de: NDH-2, SDH, bsc, caas y ATPasa, con su respectiva tincion con Coomassie.

Al tefiir el gel parala NDH-2 se obtuvieron dos bandas, N2, acercandose a la masa del monémero
de la NDH-2, y N1, cercana a un dimero del complejo.

En la tincién de la SDH, se obtuvo la banda S cercana en masa a un dimero del complejo, o en
asociacion con otro de los complejos respiratorios.

Para la tincién del complejo bsc se obtuvieron las bandas B1 a B8. La banda B7 coincidié con la
actividad de la banda S de SDH, mostrando la mayor area de actividad para esta tincién. Por la
masa molecular de esta banda se pueden inferir las siguientes conformaciones de los complejos:
SDH+2besc+Cs50+Cs51, 2bsC+Caas+Csso+Css1, 4bsC+Csso+Cs51. La B8 fue equivalente a la banda para el
dimero del complejo bec, identificada en el Sobrenadante 168. La mayor actividad se concentré
entre las masas moleculares 562 a 248.6 kDa.

En el caso de la tincidn de la caas, se obtuvieron las bandas C1 a C8. Las bandas C1 a C6
coincidieron con la actividad del complejo bec, indicando diferentes estequiometrias del super
complejo bsct+caas (12bsc+6caas+6Csso+6Css1, 8bsc+A4caas+4csso+dcss:, 6bsC+3caas+3Csso+3Cssi,
4bsc+2caas+2Csso+2Css1, 2bsC+2CaA03+Cs50+Cs51 Y 2bsC+Caas+Css0+Css1). La banda C7 coincidié con la
banda de actividad de la SDH, S, y la banda B7 del complejo bec, posiblemente compuesta por
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SDH+2besc+Cs50+Cs51, 2bsC+Caas+CssotCss1 Y 4bsC+Cssot+Css1, de acuerdo con la masa molecular de la
banda. La banda C8, con la mayor drea de actividad, tuvo una masa cercana al mondémero de la
caas. Las areas de actividad mas altas se obtuvieron entre las masas de 452 y 110.5 kDa, un
rango similar encontrado en la tincién del complejo bsc. Al contrario de la actividad del complejo
bsc, en la cual el dimero tuvo una actividad baja, el mondmero de la caas tuvo el area mas
grande.

Para la tincidn de la ATPasa, se obtuvieron las bandas A1l y A2, con masas moleculares cercanas
a la suma de una subunidad a y una B.
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+» Geles de segunda dimension de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (2D SDS-PAGE):
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Figura 43. Andlisis de 2D de los geles hrCNE de 1D del Sobrenadante 168, previamente tefiidos para la actividad de los complejos NDH (N), SDH (S), bsc (B), caas (C) y ATPasa (A), por medio de
geles SDS-PAGE al 14.0 % de acrilamida. En la parte superior se acomodaron los geles de actividad de 1D, y un carril teflido con azul de Coomassie. En la parte inferior se muestra el gel de 2D
tefiido con TMBZ para hemos covalentemente unidos (A) y con Coomassie (B), con los marcadores de masa molecular (MMM) del lado izquierdo, para identificar las diferentes subunidades de
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los complejos respiratorios que contienen citocromos. En la tabla 28 se muestran las masas y las dreas de cada subunidad identificada. Se tomaron como referencia los geles de 2D de Garcia y
colaboradores, 2012.

Tabla 28. Identificacion de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (A) y Coomassie (B), del Sobrenadante 168. En la parte superior
de la tabla se indican los complejos identificados por sus actividades en geles de 1D. A continuacion se enlistan las proteinas que se identificaron por su masa molecular en el gel de 2D, se
muestra su nombre, su masa molecular obtenida a partir del genomay en el gel (a/b) y su drea (en pixeles). La tabla se dividié en secciones por ser demasiado grande.

B Sobrenad 168 (C ie)
B3,C4 (b,c,caa,) S,B4,C5 (SDH,bc,caa;)
Masa molecular: 430.5 kDa Masa molecular: 223.5 kDa
Nombre de la| Masa molecular Area |Nombre de la| Masa molecular Area
proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
A Sobr = 168 (TMBZ) " QcrB 25.4/21 7628.8 1,SdhA -,65.3/70 7681.5
B3,C4 (bgc,caay) S,B4,C5 (SDH,b,c,caas) 2 'g ; :;ii iigsi
Masa molecular: 430.5 kDa Masa molecular: 223.5 kDa e .
Nombre de laj Masa molecular Area |Nombre de la| Masa molecular Area ; i Ctac 40.1/43 3640.0
proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles) B Q SdhB 28.4/32 9817.5
28| acs 25.4/21 1466.3 1 -/67 183.2 238 Qer€ 28.6/31 12990.5
o § 2 -/58 1738.9 3 %o- QcrB 25.4/21 12170.9
2 o 3 _/as5 2780.3 3 cE, QcrA,SdhC 18.73,22.9/20 14514.8
38 Ctac 40.1/43 2090.0 S CecA 12.7/12 4558.5
iy Qcrc 28.6/31 7017.3 CecB 11.9/11 34388
) QcrB 25.4/21 7201.1 B5,C6 (b,c,caas)
g g' CccA 12.7/12 4007.2 - Masa molecular: 72.0 kDa
S CccB 11.9/11 2653.0 Nombre de la| Masa molecular Area |Nombre delaj Masa molecular Area
proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
B5,C6 (b.c,caas) 9 NarG 139.0/96 4763.8 4,QoxB -,73.8/60 9094.8
Masa molecular: 72.0 kDa g - 5 /a5 26772
A 9 @ °C -
Nombre’de la| Masa molecular : {\re.a 558 CtaC 20.1/43 6366.3
proteina a/b (kDa) (p ) 'g § g QoxA 32/39 11170.3
§ 48 4 -/68 2286 3 28 QoxC 22.6/18 2082.2
S8 o~ QoxD 13.5/13 3710.6
E0 28 5 -/45 1615.4
3° 53 A1,N1 (ATPasa,NDH) A2 (ATPasa)
= ©9 CtaC 40.1/44 932.3 Masa molecular: 124.0 kDa Masa molecular: 107.0 kDa
Nombre de laj Masa molecular Area |Nombre de la| Masa molecular Area
proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
.8 § NarG 139.0/96 2188.9 AtpA 54.4/63 2295.7
S838
] § ?Ex B ApA 54.4/63 10711.4 AtpB 51.2/60 21333
Q.
3 S§ aps 51.2/60 9094.8
N2 (NDH)

Masa molecular: 48.5 kDa

Nombre de la| Masa molecular Area
proteina a/b (kDa) (pixeles)
bunidadesidellos| ;) 41.9/63 18347.6
respiratorios AtpG 31.5/38 7868.2

a. Masas moleculares (kDa) calculadas a partir del genoma.
b. Masas moleculares (kDa) obtenidas en el gel de 2D.
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+«+ Analisis del gel de 2D teiiido con TMBZ
En la figura 43A y en la tabla 28A se muestra el analisis del gel de 2D tefiido con TMBZ para el
Sobrenadante 168.

En el carril de la banda B3,C4 del gel de 1D con actividades para los complejos bsc y caas, se
obtuvo la banda correspondiente a la subunidad QcrB, del complejo bsc.

En la banda S,B4,C5 (gel de 1D) con actividades para la SDH, el complejo bsc y la caas, se
identificaron las bandas 1, 2 y 3, estas bandas no correspondieron a ninguna subunidad de los
complejos de la cadena respiratoria con hemos covalentemente unidos. Se identificé a la caas
por la subunidad CtaC. Se identificd al complejo bsc por las subunidades QcrCy QcrB. Por ultimo
se identificaron a los citocromos csso y €551 por las proteinas CccA y CccB. Todas estas
subunidades migraron en una misma banda. La masa molecular del super complejo calculado a
partir del genoma es de 313.5 kDa, considerando un dimero del bsc (144.2 kDa), un mondmero
de la caas (145 kDa), un citocromo csso (12.4 kDa) y un citocromo css; (11.9 kDa), mientras que
la banda donde se identificaron tres complejos respiratorios (bandas S,B4,C5) tuvo una masa
molecular de alrededor de 223.5 kDa, acercandose a las masas de las siguientes asociaciones
asignadas a esta banda en los geles de 1D: SDH+2bsc+Cs50+Cs51 (280.5 kDa), 2bsc+caas+cCsso+Csss
(313.5), 4bsc+cssotcss: (312.7 kDa).

En el carril de la banda B5,C6 del gel de 1D, con actividades para los complejos bsc y caas, se
obtuvieron proteinas con las bandas 4 y 5, las cuales no se pudieron asignar a alguna de las
subunidades de los complejos respiratorios. Se identificd a la caas por la subunidad CtaC. Todo
esto nos indica que la banda que encontramos recurrentemente en los geles de 1D, la cual no
sabiamos si asignar al dimero del bsc 0 al mondmero de la caas, es en realidad un monémero de
la caas.

+»+ Analisis del gel de 2D teiiido con Coomassie

En la figura 43B y en la tabla 28B se muestra el analisis del gel del sobrenadante 168 tefiido con
azul de Coomassie.

En la banda B3,C4 (1D), con actividades para los complejos bsc y caas, se identifico a la subunidad
QcrB del complejo bsc.

En el carril de la banda S,B4,C5 (1D), con actividades para los complejos SDH, bsc y caas, se
identificaron los siguientes complejos: la SDH por las proteinas SdhA, SdhB y SdhC. La caas por
la subunidad CtaC. El complejo bsc por las subunidades QcrC, QcrB y QcrA. El citocromo c¢ss0 que
corresponde a la proteina CccA y el citocromo c¢ss; que corresponde a la proteina CccB. Las
bandas designadas como 1, 2 y 3, no correspondieron a ninguna subunidad de los complejos
respiratorios. Con esta tinciéon se observd que la SDH podria estar migrando junto con el
complejo bsc como SDH+2bgc+CssotCss;, ¥ junto con 4bec+cssotcss: y el sUper complejo
2bsc+caas+Csso+Cssi.

Se identificd a la subunidad NarG de la NAR, pero no coincidid con la actividad de algin complejo
respiratorio.
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En la banda B5,C6 (gel de 1D), con actividades para los complejos bsc y caa3, se asignaron las
masas moleculares a las bandas: 4 y 5, pero no coincidieron con la masa molecular de alguna de
las subunidades de los complejos respiratorios. Se identificé en la misma banda a la quinol
oxidasa aas por las subunidades QoxB, QoxA, QoxC y QoxD. Ademds de CtaC de la caas.

En la banda A1,N1 del gel de 1D, con actividades para la ATPasa y la NDH, se identificaron por
sus masas moleculares a NarG de la NAR, AtpA y AtpB de la ATPasa. Aunque se encontrd

actividad de NDH en esta banda del gel de 1D, no se pudo identificar a YjID en el gel de 2D.

En la banda A2 (gel de 1D), con actividad para la ATPasa, se identificaron a las proteinas AtpA 'y
AtpB de la ATPsintasa.

En la banda N2 (gel de 1D), con actividad para la NDH, se identificé a la NDH por la proteina YjID
y AtpG de la ATPsintasa.

Con el gel de 2D pudimos corroborar a los complejos identificados en los geles de 1D tefiidos
por actividad y por tanto se corrobord la existencia del super complejo bsc+caas+csso+Cssi.
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+* Sobrenadante LUW46
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Figura 44. Andlisis de 2D de los geles hrCNE de 1D del Sobrenadante LUW46, previamente tefiidos para la actividad de los complejos NDH (N), SDH (S), bsc (B), caas (C) y ATPasa (A), por medio
de geles SDS-PAGE al 14.0 % de acrilamida. En la parte superior se acomodaron los geles de actividad de 1D, y un carril tefiido con azul de Coomassie. En la parte inferior se muestra el gel de 2D
tefiido con TMBZ para hemos covalentemente unidos (A) y con Coomassie, con los marcadores de masa molecular (MMM) del lado izquierdo, para identificar las diferentes subunidades de los
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complejos respiratorios que contienen citocromos. En la tabla 29 se muestran las masas y las areas de cada subunidad identificada. Se tomaron como referencia los geles de 2D de Garcia y

colaboradores, 2012.

Tabla 29. Identificacion de las subunidades que componen a los complejos respiratorios por medio del gel de 2D tefiido con TMBZ (A) y Coomassie (B), del Sobrenadante LUW46. En la parte
superior de la tabla se indican los complejos identificados por sus actividades en geles de 1D. A continuacidn se enlistan las proteinas que se identificaron por su masa molecular en el gel de 2D,
se muestra su nombre, su masa molecular obtenida a partir del genoma y en el gel (a/b) y su area (en pixeles).

B Sobrenadante LUW46 (Coomassie)
B6,C6 (b,c,caay) S,B7,C7 (SDH,bc,caa;)
Masa molecular: 348.5 kDa Masa molecular: 233.0 kDa
Nombre de la| Masa molecular Area |Nombre de la| Masa molecular Area
proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
° QcrB 25.4/20 2410.4 1,SdhA -,65.3/71 6239.8
'g: 2 -/59 3181.1
3 -/44 2395.7
A Sobrenadante LUW46 (TMBZ) g ° Ciac 40/ a3 3101
B6,C6 (bc,caa,) S,B7,C7 (SDH,b,c,caa,) % O - :
- = 4,5dhB -,28.4/31 7755.9
Masa molecular: 348.5 kDa Masa molecular: 233.0 kDa o S
[ QcrC 28.6/30 6197.0
Nombre de la| Masa molecular Area |Nombre de la| Masa molecular Area T o
a 5 a . c o QcrB 25.4/20 6736.7
proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles) 2
° c QcrA,SdhC 18.7,22.9/19 9591.1
T QcrB 25.4/20 617.7 1 -/69 663.8 =
- > /57 288.8 E; CccA 12.4/12 4081.7
g ° 3 a4 273.6 CccB 11.9/12 1519.1
= :§ CtaC 40.1/42 212.9 Al (ATPasa)
0 E 4 -/32 415.0 - Masa molecular: 107.5 kDa
-§ o QcrC 28.6/30 826.2 Nombre de la| Masa molecular Area |Nombre de la| Masa molecular Area
:g £ QcrB 25.4/20 3565.1 proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
= CecA 12.7/12 323.2 | |Subunidades| . q 139.0/98 999.8 AtpA 54.4/64 1324.8
32 CccB 11.9/12 447.0 | |delcomplejo
respiratorio AtpB 51.2/60 2421.0
A2 (ATPasa) N2 (NDH)
Masa molecular: 107.0 kDa Masa molecular: 50.5 kDa
Nombre de laj Masa molecular Area |Nombre de la| Masa molecular Area
proteina a/b (kDa) (pixeles) | proteina a/b (kDa) (pixeles)
§ e NarG 139.0/98 397.7 YjiD 41.9/64 12826.8
T o O
:g g E AtpA 54.4/64 1324.8 AtpG 31.5/38 6777.9
3 0o
2 - n
28 o AtpB 51.2/60 2421.0

a. Masas moleculares (kDa) calculadas a partir del genoma.
b. Masas moleculares (kDa) obtenidas en el gel de 2D.
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+«+ Analisis del gel de 2D tefiido con TMBZ
En la figura 44 y en la tabla 29A se muestra el analisis de los geles de 1D por medio del gel de 2D
del Sobrenadante LUWA46 tefiido con TMBZ.

En la banda B6,C6 (gel de 1D) con actividad para los complejos bsc y caas, se identificéd la
subunidad QcrB del complejo bsc.

En la banda S,B7,C7 (gel de 1D), con actividad para los complejos SDH, bsc y caas se asignaron
las masas moleculares a las bandas 1, 2, 3y 4, a las cuales no se pudieron asignar a alguna de las
subunidades de los complejos respiratorios. Se identificd a la caas por la subunidad CtaC. Se
identificd al complejo bsc por las subunidades QcrCy QcrB. Finalmente se identificé al citocromo
Cs50 como la proteina CccA vy al citocromo ¢ss; como CccB.

¢ Analisis del gel de 2D tefiido con Coomassie
En la figura 44B y en la tabla 29B, se muestra el gel de 2D del Sobrenadante LUW46 tefiido con
azul de Coomassie.

En la banda B6,C6 (gel de 1D), con actividad para los complejos bsc y caas se identifico la
subunidad QcrB del complejo bsc.

En la banda S,B7,C7 (gel de 1D), con actividad para los complejos SDH, bsc y caas, se identifico a
la SDH por las subunidades SdhA, SdhB y SdhC. Las bandas 1, 2, 3 y 4 no correspondieron a
ninguna de las subunidades de los complejos respiratorios. Se identificé a la caas por la
subunidad CtaC. También se identificé al complejo bsc por las subunidades QcrC, QcrB y QcrA.
Por ultimo a los citocromos cssp por la proteina CccA y al citocromo css; por la proteina CccB.
Aqui, nuevamente la SDH se puede estar asociando con el complejo bsc y los citocromos como
SDH+2besc+Cs50+Cs51, junto con 2bsc+caas+cCsso+Css: Y 4bsc, 0 formando un dimero del complejo.

También se identificd a NarG de la NAR migrando fuera de cualquier banda con actividad para
alguno de los complejos respiratorios.

En la banda A1l se identificaron las bandas: NarG de la NAR. También se identificaron las bandas
AtpA y AtpB de la ATPasa.

En la banda A2 se identificaron las bandas AtpA y AtpB de la ATPasa.

Por ultimo en la banda N2 se identificé a la NDH por la proteina YjID y AtpG de la ATPasa.

+» Comparacion de los Sobrenadantes 168 y LUW46

+ Geles hrCNE de 1D

En ambos sobrenadantes, la NDH-2 no se asocid con ningun otro complejo respiratorio, pero si
se obtuvo la banda N1 de alrededor de 100 kDa, cercana en masa molecular a un dimero del
complejo. Ademas esta banda N1 tuvo un area de actividad mayor en el Sobrenadante 168 en
comparacion con el Sobrenadante LUW46.
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En el caso de la SDH, podria estar formando un dimero o interactuando con el super complejo
bsc+caas, tanto en la 168 como en la LUWA46, lo cual aun no ha sido reportado.

En la tincion del complejo bsc y la caas, en los geles del Sobrenadante LUWA46, se obtuvieron tres
y dos bandas mds respectivamente en comparacidn con el Sobrenadante 168, algunas de mayor
masa molecular. Para la tincidon del complejo bec, la mayor actividad (entre 25000 y 26000
pixeles), la tuvieron las bandas con el super complejo 2bsc+2caas+csso+Css; y las posible
asociacién SDH+2bsc+Css0+Cs51, 2bsC+caas+Csso+Css1, 4bgC+Cs50+Cs51 para ambos sobrenadantes.
Ademas al comparar las areas de actividad del dimero del complejo bsc y el mondmero de la
caas, parece ser que el complejo bsc con 815.6 pixeles, se encuentra solo y en baja cantidad, al
contrario de la caas que parece encontrarse de forma libre en gran proporcidn, con un drea de
11484.8 pixeles para el mondmero. La falta de la aas, en la LUW46 parecer ser compensada por
las diferentes estequiometrias del siper complejo bsct+caas, por tanto éste se expresa en mayor
cantidad y en estequiometrias de mayor tamafio.

En ambos casos solamente se obtuvieron bandas correspondientes a una subunidad oy una
de la ATPsintasa, y no se identificd ninguna banda correspondiente al complejo entero.

+ Geles SDS-PAGE de 2D
Tanto el citocromo csso como el citocromo c¢ss; son parte del siper complejo bsc+caas+csso+Cssi,
siendo esenciales para su formacién.

En la banda correspondiente tanto al dimero del bsc como al mondémero de la caas, en los geles
de 1D, se obtuvo la subunidad CtaC de la caas en los geles de 2D, por lo que es un monémero
de la caas.

Al parecer en ambos sobrenadantes, la concentracion de citocromo ¢ no fue la suficiente para
poder observar, en el gel de 2D, las bandas de mayor masa molecular del super complejo
bsc+caas+csso+Css; obtenidas en la tincion de TMBZ del gel de 1D.

En el gel de 2D del Sobrenadante 168 se obtuvieron las bandas 4, 5 y CtaC, en la tincidén con
TMBZ, que provienen de la banda B5,C6 del gel de 1D (Figura 43), mientras que en el
Sobrenadante LUW46, en su banda equivalente, B8,C8 (Figura 44) no se obtuvieron estas
proteinas, indicando que la caas no se obtuvo en forma de mondmero en la LUW46. Ademas las
areas de las subunidades identificadas en la banda S,B7,C7 del Sobrenadante LUW46 tefnido con
TMBZ (Figura 44), en comparacion con las subunidades identificadas en la banda equivalente
S,B4,C5 (Figura 43), del Sobrenadante 168 tuvieron una menor darea, por lo que la proteina
podria encontrarse de forma mas distribuida en los siper complejos bsc+caas+cssot+cCss; de mayor
masa molecular en la mutante como ya se observo en el andlisis del gel de 1D.

En los geles tefiidos con azul de Coomassie se identificaron las subunidades de la SDH migrando
junto con el bgc y los citocromos cssp Yy Css1, por lo que este complejo podria estar formando
dimeros coincidiendo en masa molecular con el siper complejo 2bsc+caas+cssotCss: Yy 4bsc, O
podria estar interactuando con el cdmo SDH+2bsc+cssotCssi, esto se observd para ambos
sobrenadantes.
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Como era de esperarse, en el Sobrenadante de la LUW46 no se encontraron las subunidades de

la aas.

Con los geles de 2D, se corrobord la identidad de los complejos tefiidos por actividad en los geles

de 1D.

Tabla suplementaria 1. Concentraciones relativas de citocromos identificados (expresados en nmol de citocromos c,

by a/mg de proteina) de cada una de las fracciones obtenidas en las 3 cromatografias.

nmol/ mg de proteina
b,c LUW46(1) b,c LUWA46(2) b,c LUWA46(3)

citc X 2.94 4.08
cith X 6.00 3.14
cita X X 0.04

b.c+caa; LUWA6G(1) | bctcaa, LUWAG(2) | bc+caa, LUWAG(3)
citc 4.57 4.29 6.69
cith 3.24 6.43 4.54
cita 0.57 2:45 1.61

SDH+caa, LUW46(1) | SDH+caa, LUW46(2) | SDH+caa; LUW46(3)
citc 1.08 1.41 5.95
cith 3.06 297 5.66
cita 0.37 1.06 1.96
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