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Abreviaturas Utilizadas en el Texto

AE - aerdbico
ANAE - anaerdbico

uAE - microaerébico

asc - ascorbato
CAS - hidrolizado .de caseina
cit - citocromo

CO - monéxido de carbono

DCPIP - diclorofenolindofenol

DNAasa - deoxirribonucleotidasa

E - coeficiente de extincidn molar

FMN - flavin mononucledtido

FPs - flavoproteina oxidorreductasa de succinato
FPN - flavoproteina oxidorreductasa de NADH
HOQNO - 2-heptil-4-hidroxiquinolina-N-6xido

Ki - constante de afinidad para un inhibidor

Km - constante de afinidad para un sustrato I
MG - medio nutriente de glucosa

MCAS - medio nutriente de casaminoidcidos

MQ - menaquinona

MR - medio nutriente rico

NADH - nicotinadenin dinucleotido reducido
NADPH - nicotinadenin dinucleétido-fosfato reducido
nm - nanometro

ox - oxidado "



PMS - fenazina metosulfato

psi - libra por pulgada cuadrada

red - reducido

SR - sistema respiratorio

tg - tiempo de generacidn

IMPD - tetrafenilenparafenilendiamina
TRIS - hidrometilaminometano

TCM - amortiguador TRIS-HCL, cloruro de calcio y magnesio



RESUMEN
Se estudiaron la composicidn y organizacidn del sistema respiratorio

de Bacillus cereus en las etapas logarftmica y esporulante. El analisis

espectroscopico diferencial de las membranas de ambos tipos celulares mos
tro la presencia de los citocromos b555’ Css0 aa3, b562 (c1t.o) y a,

(cit.d), sugiriéndose asi la presencia de un sistema respiratorio ramifi-

cado y complejo.
La fotoinactivacidon (U.V. 360 nm) de la menaquinona enddgena causd
la pérdida de la actividad respiratoria NADH-dependiente, lo que indica

que los electrones llegan al oxigeno sdlo a través de rutas compuestas

por quinona y citocromos.

Los citocromos y las actividades respiratorias (NADH deshidrogena-
sa, NADH oxidasa y citocromo c oxidasa) se incrementaron substancialmen
te durante la etapa esporulante. De varios sustratos probados, solo el

succinato fue oxidado por las membranas de ambos tipos celulares.

El tratamiento de las membranas reducidas por ditionita con mon&xi
do de carbono, permitid la identificacidn espectral de tres citocromos
reactivos: ag, 0y a,, sugiriéndose asi su funcidén potencial como oxida
sas terminales. Cinéticamente solo fué posible distinguir la actividad
de dos oxidasas con distinta afinidad por el oxigeno (Km=8.0 pM y Km=0.9
pM). La actividad de la oxidasa de menor afinidad fue eliminada después

de tratar las membranas con KCN 0.1 mM.

La cinética para NADH oxidasa, citocromo c oxidasa y succinato oxi-

dasa en presencia de diferentes inhibidores respiratorios, asi como,



los espectros diferenciales (anaerdbicos menos aerdbicos) en presencia
de KCN 0.1 mM sugirieron que los citocromos o y a, estan involucrados en
la respiracidon CN-resistente mientras que los citocromos Cg5o Y aay cons

tituyen la via sensible al cianuro.

La tensidon de oxIgeno y la velocidad de crecimientc tuvieron un
efecto apreciable sobre la expresidn del sistema respiratorio de Bacillus
cereus y sugirieroﬁ'que la sintesis de los citocromos Cggq Y aa5 se regu-
la positivamente por la tensidn de oxigeno, mientras que el citocromo a,
se expresa preferentemente a bajas tensiones de oxigeno y lento creci-
miento, pero no en el crecimiento anaerdbico. La expresién de los cito-

cromos b555 y o parece ser constitutiva.

SUMMARY

The composition and organization of the respiratory system of Bacillus
cereus was examined. Differential spectroscopy analysis showed that
membranes of both types of cells contain cytochromes b555, Csc b562 (cit.
o) and a, (cyt. d). Thus, a complex and branched organization for the

respiratory system was suggested.

Selective photoinactivation (360 nm U.V.) of the endogenous menaquinone
abolished NADH-dependent respiration, indicating that electrones were

being passed to oxygen only through a quinone-cytochrome routes.

Cytochromes and respiratory activities (NADH deshidrogenase, NADH
oxidase and cytochrome c oxidase) weré substantially incremented during

sporulation. In addition to NADH, succinate was the only physiological



substrate that was oxidized at appreciable velocity by membranes of both

types of cells.

The carbon monoxide-differential spectra of dithionite reduced
membranes showed the presence of three reactive cytochromes: ag, © and
a,, thus suggesting their potential function as terminal oxidases. Two
oxidases with different affinity for oxygen were kinetically distinguished
(Km=8.0 uM and Km;d.Q uM). The lower affinity oxidase was suppressed by

0.1 mM KCN.

Kinetics of NADH, succinate and cytochrome c oxidases in the
presence of several respiratory inhibitors and the differential spectra
(anaerobic minus aerobic) performed in the presence of 0.1 mM KCN let us
to suggest that cytochromes o and a, seem to be involved in the cyanide-
resistant respiration while cyt. Cs50 and aa, conformed the cyanide-
sensitive route.

Oxygen tension and velocity of growth affected the expression of
the respiratory system. The synthesis of cyt. 550 and aa, were
positively regulated by the oxygen tension while the expression of a,
was favored by low tension and low rate of growth but was not expressed

in anaerobic cultures. The expression of cytochrome o and b555 seems

to be constitutive.



INTRODUCCION
GENERALIDADES SOBRE SISTEMAS RESPIRATORIOS BACTERIANOS.-

Los sistemas respiratorios (SR) bacterianos son considerablemente
mds complejos que el mitocondrial, no sblo en su composicién y organi-
zacidn sino porque también son sistemas sujetos a regulacidn genética
cuya expresidon puede ser profundamente afectada por diversos factores
ambientales. Mien££as que en la mitocondria de los eucariotes supe-
riores podemos hablar de un sistema universal, en las bacterias no pode
mos referirnos a un sistema {nico, ya que encontramos diversidad en su

composicidn, organizacidn y regulacidn.

Esta variabilidad, es en primer lugar consecuencia de las grandes
diferencias filogenéticas que existen entre ellas. Hay que recordar
que las bacterias han habitado nuestro planeta durante al menos tres
cuartas partes de su existencia y por tanto, el tiempo transcurrido es-
td en favor de una gran diversificacidn del grupo; por otro lado, en es
te tiempo, las bacterias han invadido todo nicho ecoldgico concebible,
lo que nos advierte que los muy diversos rumbos tomados en su evolucidn
deben estar plasmados en una gran cantidad de cambios metabdlicos adap-
tativos. Encontramos a las bac;erias creciendo a temperaturas que van
por debajo de los cero grados centigrados hasta temperaturas que supe-
ran los cien grados centigrados. Pueden utilizar una gran variedad de
nutrientes que van desde C02 y N2 como {inicas fuentes de carbono y ni-
trdogeno, pasando por toda fuente concebible, hasta complejas mezclas de

compuestos, como ocurre en las formas m3s extremas de parasitismo.



En sus sistemas respiratorios utilizan 02 0 una gran variedad de
aceptores alternos. Encontramos especies aerdbicas estrictas, especies
facultativas que son capaces de crecer en un amplio rango de concentra-
cidn de 02 que va desde la anaerobiosis hasta la macroaerobiosis y, fi-

nalmente, existen especies aerobias estrictas.

A pesar de que el grupo taxondmico de las bacterias es el mds hete
rogéneo en su fisiologfa y bioquimica, no es sorprendente que se le ma-
neje como un grupo homogéneo en los textos de bioquimica. Esta situa-
cidn quizds tenga su explicacidn en que, a pesar de las enormes diferen
cias que existen entre los grupos bacterianos, todavia hay un punto de
unidad: la homogeneidad estructural, la falta de un dominio nuclear se-
parado y la ausencia, salvo contadas excepciones, de una estructura mem
branal interna. De hecho, cada vez que se esquematiza una bacteria se
delimita su frontera membranal que le darida forma bacilar o cocoide y se
sombrea su citoplasma, no para describir alguna estructuracidn intrace-

lular especifica, sino para advertir que no es un espacio vacfo.

Muchas bacterias poseen sistemas respiratorios formados por varias
cadenas que pueden funcionar independientemente o entrecruzarse forman-
do sistemas ramificados. La composicidn cualitativa y cuantitativa de
deshidrogenasas, quinonas y citocromos es muy variable, sin que parezca
existir una clara relacidén estequiométrica entre los elementos indivi-
duales. Algunos componentes parecen ser constitutivos, mientras que
otros estan sujetos a induccidn o represidn por diversos factores am-

bientales.

La plasticidad de su sistema respiratorio dota a las bacterias de
rd



una gran capacidad adaptativa que les permite mantener el crecimiento a

pesar de amplias fluctuaciones en la tensidn de 02 y de otros parimetros

de cultivo.

En la figura 1 se muestra un esquema que agrupa las posibilidades
de organizacidn del sistema respiratorio encontrada en diversos grupos
bacterianos. Se consideran 3 sectores funcionales en el sistema: E1
sector de entrada constituido por miltiples deshidrogenasas y flavoenzi-
mas; un sector intermedio que puede ser comin o formado por vias parale-
las, aqui encontramos las quinonas, centros fierro-azufre, citocromos de
los tipos b y ¢, y en ocasiones, metaloproteinas. El sector de salida pue
de estar constituido hasta por cuatro citocromo-oxidasas diferentes (cit.
aag, a5, a, Yy 0) cuando el aceptor final es el 02; en ausencia de éste, se
pueden usar aceptores inorginicos como nitrato, nitrito, sulfato o acepto-
res organicos diversos. Para cada caso habrd una reductasa especifica y
en muchos casos un citocromo de tipo b & ¢ que enlaza a la reductasa con

el sector intermedio de la cadena.

Adem3s de la NADH-deshidrogenasa se han identificado m3s de 50 des-
hidrogenasas (NAD-independientes) membranales que son capaces de reducir
directamente al sistema respiratorio. Estas enzimas en su conjunto son
capaces de deshidrogenar una gran variedad de sustratos entre los que en-
contramos aldehidos, dcidos, esteroides, alcoholes primarios y secunda-
rios, polialcoholes, etc.

En muchas bacterias quimiosintéticas, las enzimas responsables de la

2+

oxidacidn inicial de sustratos inorgdnicos (hidroxilamina, Fe®’, NO2 y

H2) son flavoenzimas directamente conectadas al SR.
P



OXIDASAS = 0,

CITOCROMOS:
SUSTRATOS ORGANICOS =——#> DESHIDROGENASAS 9, ,0; ,05,0
(INCLUYENDO NADH) QUINONAS, CENTROS
Fe.S, OTRAS METALO-

PROTEINAS Y CITOCRO-

SUSTRATOS MOS DEL TIPO byec.
INORGANICOS = FLAVOENZIMAS REDUCTASAS !

NO3 , NO3, SO3~
ACIDOS ORGANICOS

Fig. 1 Posibilidades de composicidén y organizacidn de los
sistemas respiratorios bacterianos. Esquema de acuerdo a N.S.

Gel'man (19).



Deshidrogenasas y flavoenzimas varfan en su grado de integracidn a
la membrana, desde protefnas periféricas que se solubilizan durante la
lisis o ruptura mecdnica hasta protefnas integrales que requieren trata-
mientos drdsticos para su solubilizacidn. Muchas de estas enzimas son

inducidas por su sustrato y en su caso, por la ausencia de ﬁejores sus-

tratos oxidables.

Las quinonas no siempre son'intermediarios obligados en el trans-
porte de electrones entre las deshidrogenasas y los citocromos, pues se
ha demostrado la existencia de complejos estructurofuncionales entre des
hidrogenasas y citocromos del tipo b y c. En complejos aislados, libres
de quinona, algunas deshidrogenasas son capaces de reducir al citocromo

justo como lo hacian en la membrana intacta.

Las bacterias contienen varios tipos de quinonas liposolubles (Fig.
2); sin embargo, las mds frecuentes son las ubiquinonas (derivadas del
2-3 dimetoxi-5-metilbenzoquinona) en las cuales un derivado poliprenoide
ocupa la posicidn 6. Por otro lado tenemos a las menaquinonas (vitamina
K3) derivadas de la menadiona, de la que se diferencian en que tienen un
radical en la posicidn 3 del anillo de naftoquinona. Como regla, las
bacterias gram positivas contienen menaquinonas mientras que las gram ne
gativas contienen ubiquinona; si; embargo, en algunos casos como Escherichia

freudii y Proteus mirabilis (19) ambos tipos de quinona estdn presentes y

su concentracidn puede ser afectada por la tensidn de 0,. En anaerobiosis

la menaquinona es m3s abundante y en aerobiosis predomina la ubiquinona.

Dos caracteristicas distinguen a los sistemas de citocromos de las

bacterias: La inconstancia en la composicidn cuantitativa y cualitativa
rd



CH;0 CH, CH,

CH;0 R R

(a) (b)

(1)
GRUPO HEMO

Sustituyentes en posicidn

Hemo 1 2 3 4 5 6 7 8
*c M \ M v M P P M
b M \' M \'f M P P M
**d M E M E M P P M
a M ER M ER M P P F

Fig. 2 Formula de las Quinonas Bacterianas, (a) ubiquinona y (b) me-
naquinona. En la parte inferior se muestra la estructura del grupo hemo
asociado a los citocromos bacterianos. Equivalencias para los sustituyen
tes de las diferentes posiciones del tetrapirrol: M=metilo F=formilo;
P=propilo; V=vinilo; E=etilo o etileno; R y Ri=cadenas alquilicas.

*En los citocromos de tipo ¢ las cadenas laterales de vinilo estan
sustituidas por residuos de cisteina de la cadena polipeptidica, resultan
do en la formacidn de un tioéter.

**En los citocromos a,, la doble ligadura entre las posiciones 7 y 8
esta saturada con hidrégeno.



y la presencia de varias oxidasas terminales. Ademis del complemento de
citocromos tipico de la mitocondria (cit. aaq, b, ¢, c), algunas bac-

terias contienen todos o algunos citocromos de estecomplemento en combi-
naciones diversas con cit. a;s 2y, 0, bl’ b4, c3, c4 y Cge

Virtualmente podemos encontrar todas las combinaciones posibles de

los citocromos enlistados.

Quizas el aspecto mds interesante en la composicidén de citocromos
es la existencia de varias oxidasas terminales con diferente afinidad
por el oxfgeno y diferente sensibilidad a inhibidores. La sintesis de

estas oxidasas estd controlada principalmente por la tensidn de 02.

Cuando la tensidén es baja, la bacteria favorece la sintesis de cit.
a; ya,, que cinéticamente se caracterizan por su alta afinidad por el
02 (Km alrededor de 10-8 M) mientras que a tensiones mayores el cit.
aa; y o funcionan Sptimamente como oxidasas. Sin- embargo existen espe-
cies que no siguen esta regla; por ejemplo, en las especies fijadoras de
nitrégeno, la elevacidén en la tensidn de 02 favorece la sIntesis del cit.
a, con el objetivo de proteger a la nitrogenasa, la cual es inactivada

por 02.

Con respecto a la sensibil;dad a los inhibidores, el cianuro, la
azida y en muchos casos el CO §§n efectivos sobre cit. aag y o mientras
que el cit. a, es resistente. Gracias a esta accidn diferencial de los
inhibidores de sitio III se reconocid inicialmente la presencia de cito

‘cromo oxidasas alternativas.



ESPORULACION BACTERIANA Y SISTEMA RESPIRATORIO

En las bacterias esporoformadoras, como en el caso del género
Bacillus la expresidn del SR y en general del metabolismo oxidativo se
encuentran estrechamente vinculados con el proceso morfogenético. E1
crecimiento vegetativo se caracteriza por la preponderancia de un meta
bolismo glicolitico (20,21). En esta etapa, el ciclo de Krebs y la Ca
dena Respiratoria carecen de algunas de sus enzimas o contienen niveles
muy bajos de actividad (45). Con el inicio de la esporulacidn, cuando
se ha agotado la fuente de carbono fermentable, cesa la glicdlisis y el
esporangio depende totalmente para su desarrollo del metabolismo oxida-
tivo; entonces las actividades del ciclo de Krebs y la Cadena Respirato
ria alcanzan sus niveles maximos (18, 34), permitiendo al esporangio
utilizar los dcidos organicos (acético y pirilvico principalmente) que

acumularon durante la fase vegetativa.

Las mutaciones en diferentes enzimas del ciclo de Krebs son incom
‘patibles con la esporulacidén (17). Aunque no se ha explorado la gené-
tica del sistema respiratorio, es de esperarse que algunas mutaciones

tengan el mismo efecto adverso sobre la esporogénesis.

Podemos asegurar que el es;udio del sistema respiratorio de bac-
terias esporulantes se halla eﬂ sus etapas iniciales, pues alin no se
conoce con certeza ‘su composicign ni su organizacidn y por tanto no
rgsulta sorprendente que los estudios sobre su genética y regulacién

no hayan sido aiin abordados.

A pesar de que desde los afios 50'§ se reconocid el papel determi-
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nante del metabolismo oxidativo durante la esporulacidn, el estudio de
su sistema respiratorio no se abordd de manera éistemética, producién-
dose s0lo algunos reportes basados en anidlisis espectrales y efectos de

inhibidores respiratorios que condujeron, en muchos casos, a conclusio-

nes erréneas.

En un principio, lo que mis interesd a los investigadores no fue-
ron los cambios del 'SR durante el proceso mismo de la esporulacidén si-
no la composicidn de los estados inicial (célula vegetativa) y final
(espora latente). Keilin y Hartree en 1949 (31) determinaron el conte-

nido de citocromos de la espora latente de Bacillus subtilis y encontra

ron que su contenido era menor del 6% de la cantidad presente en la cé-
lula vegetativa. Nakada et al. (44) reportaron que extractos de espo-
ras latentes o germinadas de B. cereus carecfan de citocromos. Doi y
Halvorson (14) estudiaron las enzimas respiratorias en homogenados de
células de B. cereus y encontraron que las células vegetativas conte-
nfan citocromos del tipo b, ¢ y a, mientras que en el caso de las espo-
ras sdlo pudieron detectar una débil banda de absorcidn para citocromo
b, reducible sdlo por ditionita. En la fraccidn soluble de la espora
detectaron importantes cantidades de NADH-oxidasa, actividad que carac-
terizaron e identificaron como una flavoenzima reactiva directamente

con oxfgeno y estimulable por flavin mononucledtido (FMN).

Asf, la conclusidn de que la espora carecia de pigmentos respira-
torios o al menos que se encontraban severamente disminufdos prevalecid
por largo tiempo a pesar de evidencias que sugerfan lo contrario: como

el hecho de que la respiracidn de la espora era afectada por cianuro (44)



lo que apoyaba fuertemente la participacidén de citocromos, y por otro
lado, el antecedente de que Keilin y Hartree habfan demostrado la pre-
sencia de citocromos en esporas de B. subtilis (31). Fué hasta 1975
cuando Bohnweg y Douthit (9) demostraron la presencia inequivoca de can
tidades importantes de citocromos en la espora de B. cereus. En esta
ocasidn se detectaron citocromos de los tipos a, b y c¢c. Bohnweg y
Douthit tomaron en cansideracidn el alto fndice refractivo de la espo-
ra (n=1.53) e hicieron sus mediciones en un medio con Indice cercano:
glicerol (n=1.47). En 1964 R.J. Downey (15) demostrd la participacidn
de la menaquinona 7 en el sistema respiratorio de B. subtilis estable-
ciendo que su concentracidn no se afecta significativamente por el cre
cimiento anaerdbico; al mismo tiempo identificd una NADH-diaforasa so-
luble capaz de donar electrones al SR, aparentemente a nivel de la qui

nona.

En 1969 Miki y Okonuki (42) demostraron la presencia de citocromo

Cooy ademas del ¢ en B. subtilis; este citocromo (c554) no ha podi-

55 550

cromo reactivo a CO con caracteristicas espectrales de la citocromo

oxidasa o presente en otras bacterias como E. coli (49).

En 1971 K. Tochikubo (54) realizd el primer estudio sobre la regu
lacidn del SR durante la germinacidén y crecimiento vegetativo de B.
subtilis. Demostrd la presencia de citocromos aag, b, ¢ (cl) y o, re
ducibles por NADH en todos los estadios de la germinacidn y crecimien-

to. Al comparar la cinética de inhibici6n para dos cepas PCT 129 (con
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tiene aay y 0) y la JB 69 (que parece contener sdlo aa3), encuentra en

ambos casos sensibilidad parcial y semejante al KCN concluyendo que es-
ta respiracién CN-resistente pudiera depender de la autooxidacidn de la
NADH-deshidrogenasa (respiracidn flavina), via que no considera la par-
ticipacidn de la quinona y los citocromos. Como se verd mis adelante,

esta sugerencia fue utilizada por otros autores para explicar la respi-
racidn resistente a-cianuro en B. cereus, aunque en ningun caso se apor

taron pruebas experimentales sobre la existencia de tal via.

En 1972 y 1973 el grupo de Lundgren (36,16) publicé dos trabajos
donde analizd la composicidn, organizacidn y regulacidn del SR de B.
cereus durante el crecimiento vegetativo y la esporulacidn; mostrd un
considerable incremento de citocromos y actividades respiratorias du-
rante la esporulacidn. Su anilisis espectral sugiridé la presencia de
una sola cadena respiratoria formada por los citocromos b555, Cssg ¥
aag, composicidn que resultd insuficiente para explicar el pobre efecto
inhibitorio del cianuro sobre la respiracidn estimulada por NADH. Pa-
ra explicar la inpongruencia los autores acudieron a la solucidén dada
por K. Tochikubo en B. subtilis (54), proponiendo también una via alter

nativa (insensible al cianuro) derivada directamente de la NADH-deshi-

drogenasa.

Durante mi colaboracidon con el Dr. A.J. Andreoli de California
State University. En los Angeles realicé dos trabajos (2,3) que tuvie-
ron como objetivo central, comparar las capacidades metabdlicas de los
compartimentos del esporangio: endospora y célula madre. Estos estudios

fueron posibles gracias a que poco antes, en ese mismo laboratorio, se
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habfa disefiado una té&cnica que permitfa separar los dos compartimentos (1).

En los estudios referidos demostramos que la endospora carece de un
ciclo de Krebs funcional, pero en cambio sus membranas tienen capacidad
para oxidar NADH y succinato, lo que indicaba la existencia de un siste-~
ma respiratorio. También pudimos demostrar la presencia de algunas enzi
mas del metabolismo de amino3cidos, destacando una de ellas: la asparta-
sa, que no fué deteﬁ%ada en el citoplasma de la célula madre. Se obtuvie-
ron evidencias que sugerian que mientras en el compartimento de la célula
madre ocurre una activa degradacidn de proteinas, en la endospora apenas
es detectable la actividad de proteasas. Todo esto ha quedado como traba
jo clasico (49), ya que por primera vez se demostraba la expresidn dife-
rencial del genoma de los dos compartimentos del esporangio, se sugeria
que la endospora era capaz de metabolizar aminodcidos pero no en aparien-
cia, oxidar sus esqueletos carbonados debido a la ausencia de un ciclo de
Krebs funcional. En cambio la endospora si tenfa capacidad en sus membra
nas para oxidar sustratos enddgenos (respiracidn endSgena) y sustratos

atiadidos (NADH y .succinato).

Como continuacidn del trabajo iniciado en Los Angeles, consideré im-
portante estudiar el Sistema Respiratorio de la célula esporulante. Al
definir si la endospora y célulé madre posefan el mismo sistema respira-
torio, podrian esperarse diferencias cuali y cuantitativas debido a di-
ferente disponibilidad de sustratos y tensidn de oxIgeno (menor para la
endospora). Ya que el SR de la espora latente pre;enta considerables di
ferencias en la célula vegetativa, era importante definir en el curso de

la morfogénesis los cambios que operaban en cada compartimento. Del mis
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mo modo resultaba muy atractivo aislar mutantes respiratorio deficien-
tes que nos permitieran hacer correlaciones entre sus deficiencias ge-
néticas y la capacidad para esporular. As{ mismo podrfamos esperar in
formacidon importante de estudios de correlacidn entre variaciones en
el cultivo como modificar la tensidn de oxigeno, fuente de carbono y
nitrbgeno, presencia de aceptores alternos de electrones (nitrato, fu-
marato etc.) sobre la-exbresiSn del SR y la capacidad para esporular.
De acuerdo con lo que se verd a continuacidn, estas preguntas ahora son
mis relevantes, ya que conocemos que el SR de B. cereus presenta alter-

nativas de organizacidn y expresidn.

Los proyectos anteriores no pudieron ser iniciados de inmediato,
pues pronto nos dimos cuenta que era necesario hacer un alto y apren-
der sobre el sistema respiratorio de B. ceéreus. No era posible ini-
ciar estudios sobre regulacidn de la expresidn del SR sin antes defi-
nir con mayor exactitud su composicidn y organizacidén. En verdad los
datos acumulados en la literatura sobre el SR de B. cereus (16,38), es

taban mi3s basados en la especulacidn y referencia a otros sistemas que

en la demostracidn experimental.

Hemos reexaminado la composicidn y organizacion del sistema respi
Bacteriology. En prensa) y demostramos, en primer lugar, que la via al
terna propuesta por el grupo de Lundgren (16, 38) no existe, ya que la
respiracidn NADH-dependiente es eliminada cuando se destruye especifi-
camente la quinona endégena por luz U.V. (360 nm). En segundo lugar

demostramos que el SR de B. cereus es mids complejo que el propuesto por
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Lang y Lundgren (38), ya que también contiene citocromos b de-

562 7 %
mostramos que estos dos citocromos son reactivos a CO y por tanto oxida
sas potenciales. Por espectrofotometria diferencial también demostramos
que en presencia de CN™ el citocromo o continfia oxidindose, por lo que
se le puede considerar firme candidato para constituir la via insensible
a CN . Finalmente ensayamos la accidon de inhibidores respiratorios de
sitio I, II y III sbbre las oxidasas de succinato, NADH y ascorbato +
tetrametilenparafenilendiamina (TMPD) y al comparar sus efectos pudimos
demostrar que la via insensible a cianuro se deriva del citocromo b555.
Con todo esto propusimos un nuevo esquema de composicidén y organizacidn

alternativas, las dos constituidas por citocromos, una de ellas resis-

tente al cianuro.

Comparando con otros sistemas encontramos que para el SR de B.
megaterium, se ha sugerido la presencia de cit a, (26) y para el SR de
B. subtilis se ha identificado el cit o (54) pero no el a, (personalmen
te creo que debe contenerlo). De &sto podemos concluir que los SR del
género Bacillus son complejos, formados por vias alternativas de cito-
cromos, las cuales pueden ser distinguidas por su sensibilidad al cianu
ro. Estos SR tendrfan como oxid;sas terminales (potenciales) a los ci-

tocromos 333, oy 32.

Estudios mds recientes nos sugieren que la expresidon del SR de

Bacillus ceréus es profundamente afectada por la tensidn de 02 y por la

velocidad de crecimiento y/o el tipo de la fuente de carbono empleada.



MATERIAL Y METODOS

Técnicas De Cultivo. En los estudios aquf descritos se utilizd una

cepa silvestre de Bacillus cereus aislada por Andreoli et al (1). El me

dio de cultivo utilizado fue el medio G modificado, descrito por Hanson
et al (24) este medio contiene ademds de una mezcla de sales, extracto de
levadura al 0.1%7 y sacarosa al 0.1% como fuente de nitrdgeno y carbono

respectivamente.

Otro medio utilizado fue el de casaminodcidos descrito por Sterlini
y Maldelstam (51); este medio carece de fuente de carbono fermentable y
utiliza hidrolizado de casefna al 0.8%, glutamato al 0.4%, D, L-Alanina
al 0.2% y asparragina al 0.1%. Para los cultivos anaerdbicos se utilizd
un medio rico (58) consistente en una mezcla de sales, sacarosa al 0.5%,
extracto de levadura al 1.0%, casaminodcidos al 2% y nitrato de potasio

al 0.1%.

Los cultivos se realizaron en un biofermentador New Brunswick mode-
lo Magnaferm 14, conteniendo 12 litros de medio o un biofermentador con
capacidad de 25 litros, disenado y construido por el Centro de Instrumen
tos, UNAM. En ambos casos se usaron las mismas condiciones de cultivo:
30°C, 250 rpm. y flujo de aire de 8 y 16 litros/minuto. Para iniciar el
cultivo, se utilizd un inSculo de 0.1 partes del volumen contenido en el
biofermentador. El inSculo fue preparado de acuerdo con la técnica de
cultivo activo de Collier (11), consistente en hacer cuando menos 5 re-
siembras (1/50 volumen) en fase logaritmica media, en nuestras condicio-

nes cada 3 horas. De esta manera se selecciona la poblacidn con mixima
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velocidad de crecimiento y se logra una buena sincronia durante la es-
porulacion. Bajo estas condiciones el cultivo alcanza la etapa esta-
cionaria entre las 3:30 y 4:00 hrs. de iniciado. El inicio de la espo-
rulacidn coincide con el final del crecimiento logarftmico y se conside
ra que ocurre 30 min. después de alcanzar el pH minimo en el cultivo

(acidificacidn durante el crecimiento).

Los cultivos fueron colectados por centrifugacidn en una centrifu-
ga Sharples, modelo Tl de flujo continuo. Para el presente trabajo se

decidid utilizar células de etapa logaritmica media (A_.,.=1.25) y del

540
estado III de esporulacidén (3:30 hrs. después de iniciar la esporula-
cidn). La sincronia de los cultivos y las etapas de esporulacidén fue-
ron determinadas por microscopia de contraste de fases. Las células co
lectadas fueron lavadas 3 veces con amortiguador de Tris-HC1l 50 mM,

pH 7.4 conteniendo MgCl

5mM y CaCl, 5.0mM (buffer TCM).

2 2

Ruptura y Fraccionamiento Celular: Entre 60 y 80 gs. de células
(peso hiimedo) fueron resuspendidas en 250 ml de amortiguador TCM y ro-
tas en una prensa de Ribi (Ivan Sorvall, Inc. Conn. USA), a una presidn
de 30,000 psi y 4°C. El homogenado resultante fué incubado a temperatu
ra ambiente por 15 min. con unos pocos cristales de DNAasa (Sigma DN100)

con objeto de romper la viscosidad.

Las células enteras fueron eliminadas por centrifugacidn a 1,500 x
g por 5 min. El sobrenadante fue centrifugado a 140,000 x g por 60 min.
con el objeto de sedimentar las membranas, las cuales fueron lavadas 3
veces con buffer TCM bajo las mismas condiciones. Las membranas obteni-

das fueron utilizadas inmediatamente o almacenadas en nitrdgeno 1liquido.
P
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Ensayos Enzimiticos.

Succinato Deshidrogenasa. El ensayo se hizo a 30°C, de acuerdo con
la técnica descrita por Arrigoni y Singer (4) en 3 ml. de mezcla conte-
niendo succinato disddico 20mM, fosfato de potasio 50mM, pH 8.0, fenazina
metosulfato 1.1mM (PMS), diclorofenolindofenol (DCPIP) 0.08mM, KCN 0.lmM
y membranas (0.25 mg . de proteinas). La reaccidn se inicid con la adi-
cibn de los cdloran;es, la reduccidn del DCPIP fue seguida en el espectro
fotdmetro a 600 nm. El coeficiente de extincidén molar usado para DCPIP

fue de 21 (mM. cm.)-l.

NADH Deshidrogenasa. El ensayo se llevd a cabo de acuerdo con Lang
et al (38) en 1 ml. de mezcla de reaccidn .conteniendo fosfato de potasio
50mM, pH 7.6, KCN 0.1mM, NADH 0.5mM, 0.08mM DCPIP y membranas (0.25 mg.
de proteina). La reaccidn fue iniciada por la adicidn de DCPIP. La re-
duccidén del DCPIP fue seguida a 600 nm usando el mismo coeficiente de ex

tincidn molar antes mencionado.

Succinato y NADH oxidasas. Las actividades fueron medidas por el
método polarogrdfico, utilizando un oxImetro Yellow Springs modelo 53.
El medio de reaccidn (3 ml.) contenia fosfato de potasio 50mM pH 7.4,
membranas (1.5 mg. de proteina). Esta mezcla fue preincubada por 3 min.
a 302C antes de iniciar la reaccidn con los sustratos: NADH 0.5mM o suc-

cinato 20mM (concentraciones finales).

Citocromo ¢ oxidasa. La actividad fue estimada polarograficamente
usando tetrametilparafenilendiamina 0.1mM (TMPD) y ascorbato de sodio

10mM como sistema donador de electrones para el citocromo c. Se utili»
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20 el mismo sistema amortiguador que en el caso anterior, pero a pH 6.8.
En todos los casos las actividades resultantes fueron corregidas por el

pequeno consumo de 02 que ocurrid en ausencia de membranas.

Los inhibidores respiratorios utilizados fueron preparados de la
siguiente manera: Atebrina y KCN en amortiguador de fosfatos 0.5 M,
pH 7.4, rotenona, antimicina A y 2 heptil-4-hidroxiquinolina-N- G&xido
(HOQNO) en etanol; el 3, 3-metilen-bis 4-hidroxicumarina (dicumarol) fue
disuelto en KOH 30mM. Las cantidades de etanol o KOH utilizadas no tu-

vieron efecto sobre la actividad de las enzimas respiratorias.

An3lisis Espectral de Citocromos. Los espectros de absorcién fue-
ron determinados con un espectrofotdmetro Aminco DW 2a. Para los espec
tros a temperatura ambiente se utilizaron celdas de vidrio de 1.0 cm de
paso de luz, mientras que los espectros de baja temperatura (nitrdgeno
1fquido) fueron realizados en celdas de 2mm. de paso de luz. En ambos
casos las preparaciones contenfan glicerol al 50%. Para la obtencidn de
los espectros en Steady State (equilibrio de flujo) las preparaciones
fueron congeladas justo después de afiadir y mezclar (vortex) a los sus-
tratos. La oxidacidn total de las membranas en la celda de referencia
se obtuvo mediante la adicidn de unos cristales de persulfato de amonio
y su reduccidn total se hizo'coﬁ unos cristales de hidrosulfito de sodio
(ditionita). Los sustratos empleados fueron NADH 5.0mM, succinato 40mM
o ascorbato 10mM + TMPD 0.1mM. El espectro diferencial anaerdbico me-
nos el aerdbico de las membranas reducidas por NADH en presencia de_
0.1mM de KCN se obtuvo mediante la preincubacidon de membranas con NADH

5.0mM + KCN 0.1mM por 15 min. en la celda de muestra (anaerdbica) mien-

Id
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tras que la celda de referencia (aerdbica), fue preparada con el mismo

contenido justo antes de la congelacidn.

Para estimar la concentracidn de citocromos se utilizaron los es-
pectros diferenciales ditionita reducido menos persulfato oxidado obte-
nidos a temperatura ambiente. Los pares de longitudes de onda y coefi-
cientes de extincidén molar en cada caso fueron: aag, E(603-630nm) =
24mM~L cm"l} citl:,Ek363-575nm)=22mM‘1 cm"l, cit ¢ E(550-540nm)=19mM~1
cm‘l, cit a, E(630-615nm)=8.5mM‘1 cm‘l; cit a3-C0, E(590-6051:1m)=10.1mM"1

cml; cit 0-CO E(415-430nm)=160mM~1 cm~1 (16, 38, 50, 54).

Fotoinactivacion de la Menaquinona: La menaquinona natural de B.
cereus (probablemente menaquinona 7), fue destruida por medio de luz ul
travioleta de 360nm. Para este pr;p6sito las membranas del estado vege
tativo o esporulante fueron depositadas como una capa fina, en una caja
de Petri abierta. La caja fue colocada sobre hielo picado y bajo una
l3mpara de ultravioleta de onda larga (Cromato-vue, modelo cc-20,
Ultraviolet Products Inc.) a la distancia de 10 cm. De la suspensidn
se tomaron muestras a diferentes tiempos de irradiacidn en las cuales se
procedid a cuantificar la actividad de oxidorreductasas y oxidasas rema-
nente. La actividad respiratoria dependiente de NADH fué reconstituida
en las membranas irradiadas por medio de la adicidn de 2-metil-1,4-naf-

toquinona (menadiona). La menadiona se adiciond en solucidn etandlica

de acuerdo con Bisshop y Konnings (6).

Inactivacidén de Deshidrogenasas: Las actividades de NADH\y succi-
nato deshidrogenasa fueron eliminadas por tratamiento alcalino, utili-

zando una modificacidn del método originalmente descrito por T, King
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(32): 100 mg. de protefna membranal suspendidas en 50 ml. de amortiguador
de NaZHPOA-H3 BO3 (50mM cada uno) fueron ajustados a diferentes pHs: 7.4,
8.4, 9.4, 10.4 y 11.4 con NaOH 0.1N, después de lo cual se centrifugaron
a 140,000 x g por 60 min. Los precipitados membranales fueron recupera-
dos y lavados 2 veces con amortiguador TCM y finalmente resuspendidos en

5 ml. del mismo amortiguador. A estas preparaciones se les midid la ac-

tividad remanente de- oxidasas y oxidorreductasas.

Cinética para oxigeno. El efecto de la concentracidén de oxigeno
sobre la velocidad de reaccidn de la NADH-oxidasa fue medida por 2 técni
cas diferentes: (a) Desaturacidn de la oxidasa de acuerdo con la técnica
descrita por Meyer (41), que consiste en calibrar el oximetro con la mez
cla de reaccidn saturada con aire y entonces iniciar la reaccidén con el
sustrato (NADH 2.0mM) permitiendo que la reaccidn proceda hasta anaero-
biosis. Durante el curso de la reaccidn la sensibilidad del registrador
(Honeywell electronik 195) y su velocidad de registro fue incrementada a
pasos, hasta alcanzar una amplificacidn de 100x y una velocidad de 1.0
pulgadas por 10 seg. La velocidad de consumo de 02 fue calculada a par-
tir de las tangentes trazadas para cada paso de amplificacidén y la con-
centracidn de 02 se calculd en esos puntos de acuerdo con la amplifica-
cidn usada. (b) En la segunda técnica se 1llevd la mezcla de reaccidn a
anaerobiosis usando sucesivamente: burbujeo de N2 de alta pureza y des-
pués auto-consumo .de 02 estimulado con NADH. Una vez alcanzada la anae
robiosis (trazo estable a la mixima sensibilidad del regisprador), se
inicid la reaccidn afiadiendo cantidades definidas de agua saturada de

aire (agitacidn prolongada) consideridndose que la concentracidn de 02 en

2
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agua saturada de aire es de 200uM. La cantidad de agua anadida al ensa-
yo no fue mayor del 10% del volumen total. En cada caso se hicieron las
correcciones para los pequefios cambios de volumen. Los valores de Km re

portados fueron obtenidos mediante el método grafico de Eadie-Hofstee.

Nutrientes y reactivos. Los nutrientes utilizados en la preparacidn
de los distintos medios de cultivo fueron marca Bioxon. La Deoxirribonu-
cleasa 1 (Sigma-DN iOO), Tris base, los inhibidores respiratorios y los
donadores de electrones fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. Para to-
dos los demds casos se utilizd indistintamente reactivos marca Baker o

Merck en su correspondiente grado de "reactivo analizado".
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RESULTADOS

Bajo las condiciones de cultivo aqui empleadas, la sincronfa obteni-
da en la esporulacidén fue mayor del 90%; de esta manera considero que las
caracteristicas observadas para la etapa vegetativa y esporulante son con

fiables. Debido a que Bacillus cereus es insensible a las distintas téc-

nicas disenadas para generar protoplastos, las células fueron rotas por
procedimientos mecdnicos (Fraccionador Celular Ribi) asi que debe consi-
derarse que, aunque las preparaciones de membranas de células esporulan-

tes estan enriquecidas con membranas de célula madre, contienen cantida-

des siénificativas de membranas de endospora.

Oxidasas y Oxidorreductasas. Se compararon las preparaciones mem-
branales de células logaritmicas (A 540=1.25) y esporulantes del estado
III en su capacidad para oxidar sustratos (ver tabla I). Como ha sido

descrito para varias especies de Bacillus (34,57) incluyendo B. cereus

(38), las membranas de células esporulantes contienen niveles mayores en
sus actividades respiratorias, siendo el NADH con mucho, el mejor dona-
dor fisioldgico de electrones. Las membranas de células esporulantes tu
vieron 7 veces mds actividad de NADH oxidasa que las células vegetativas
y esta diferencia se vid reflejada en los niveles de la NADH oxidorreduc
tasa. Por otro lado, la actividad de TMPDH, oxidasa fue baja en las cé-
lulas vegetativas y se incrementd en mds de 9 veces en las membranas de
céiulaé esporulantes, sugiriendo que el incremento observado para la
NADH oxidasa fue el resultado de una elevacidn paralela de la NADH des-

hidrogenasa y de la actividad terminal aceptora de electrones del siste-



TABLA I Actividades respiratorias presentes en preparaciones

membranales de Bacillus cereus.

EDAD DE LAS CELULAS RELACION
ENZIMA ACTIVIDAD ESPECIFICA EDO III/LOG
LOGARITMICA EDO III

'OXIDORREDUCTASAS :

Succinato: PMS-DCPIP 148 202 1.36
NADH: DCPIP 55 342 6.20
OXIDASAS:

Succinato 18 18 1.00
NADH 43 296 6.88
Ascorbato + TMPD 35 346 9.88

Las células logaritmicas fueron cosechadas en A540nm=1'25 y
las de estado III de esporulacién, 3.5 horas después de ini-
ciada 1a eéporulaci&n. Las membranas fueron preparadas como

se describe en métodos.

Las actividades especificas estan expresadas como nmol (min.
mg prot:eina)'1 para las oxidorreductasas y como ng atomo 02

(min. mg proteina)'1 para las oxidasas.
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ma respiratorio.

La actividad de succinato oxidasa en membranas vegetativas fue de
sd0lo un 407 de la actividad observada con NADH o TMPDH2, ésta relacidn

se volvid menor al 107 durante la esporulacidn. La oxidacidén de succi-

2

un 97 de la actividad observada con PMS y DCPIP como aceptores. Una

nato utilizando 0, como aceptor final (succinato oxidasa) fue de sdlo
situacidn similar fué detectada en B. subtilis por Konings (36) quien
propuso que la velocidad limitante en la respiracidn estimulada con suc
cinato se debe a un débil acoplamiento de la succinato deshidrogenasas

con la cadena respiratoria.

Adem3s de NADH y succinato, se probaron otros sustratos fisioldgi-
cos (por ejemplo: DL-glicerol-3P, L-malato, D-lactato, isocitrato, ace-
tato, piruvato, 2-oxoglutarato y NADHPH ). Estos sustratos no fueron
oxidados por membranas de la fase vegetativa o esporulantes aiin en pre-

sencia de NAD.

La oxidacidn del sustrato NADH por vesfculas membranales y células
bacterianas Integras ha sido estudiado con cierto detalle. Hampton y
Freese (23) concluyeron sobre la base de una investigacidén cinética,
que la oxidacidn de NADH ocurre en la cara interna de la membrana. Por
otro lado W. Konings (36) demostrd que vesfculas "right side out" y cé-
lulas intactas de B. subtilis, oxidan NADH en un proceso que puede aco-
plarse al transporte de solutos. Sobre este mismo punto, Bergsma et al
(5) llegaron a la conclusidn de que\la oxidacidn del NADH en la cara ex
terna de la membrana ocurre sin la participacidén de la NADH-deshidroge-

nasa, postulando que los electroneg del NADH son directamente transferi
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dos a la menaquinona (MK7). Debido a las observaciones anteriores deci-
di que era importante definir cual era la participacidén cuantitativa de
la NADH-deshidrogenasa de nuestras preparaciones membranales en la oxida
cion del NADH. Si se supone que la NADH-deshidrogenasa es el paso limi-
tante en la oxidacidén de NADH, entonces la inactivacidn selectiva de es-
ta deshidrogenasa debe causar una disminucidén paralela en la actividad
de NADH oxidasa sim afectar significativamente la actividad aceptora ter

minal de electrones del SR (TMPDH, oxidasa).

2
La figura 3 muestra que la incubacidn de las preparaciones membra-
nales a pHs alcalinos causa una disminucidn paralela en la actividad de
NADH-deshidrogenasa y NADH-oxidasa. A pH 10.4 m3s del 907 de las acti-
vidades NADH-dependientes han sido eliminadas, mientras que en las mis-
mas condiciones, la actividad TMPH2 oxidasa ha descendido en sdlo un 25%.
Las actividades de succinato oxidorreductasa y oxidasa son también inac-
tivadas por el tratamiento alcalino sdlo que a pH mds alcalino. Estos
resultados y el fuerte efecto inhibitorio de la atebrina sobre la oxida
cidn de NADH (se verd mds adelante) no concuerdan con los resultados ob
tenidos por W. Konings (36) y Bergsma et al (5) en vesiculas '"right side
out" de B. subtilis. La explicacidn probable para esta discrepancia po-
dria ser que nuestras vesiculas (obtenidas por rompimiento mecdnico sean
"in side out" y por lo tanto en ellas el sitio activo de la NADH-deshi-
drogenasa estaria expuesto al sustrato. En este sentido Bronner et al
(8) demostraron que las vesiculas de B. subtilis preparadas por lisozi-
ma expulsan Ca2+ y concentran glutamato ("right side out") mientras que

las vesiculas preparadas en la prensa de French hacen lo contrario.

rd
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" Fig. 3 Efecto del tratamiento alcalino (ver métodos) sobre las ac-
tividades enzimdticas respiratorias asociadas a las membranas de células
esporulantes de B. cereus. Las suspensiones membranales fueron ajusta-
das con NaOH a los pHs indicados e inmediatamente centrifugadas a
140,000 x g durante 30 minutos. Los precipitados fueron lavados una vez
y resuspendidos en el mismo amortiguador (TCM). Las membranas tratadas
fueron utilizadas para medir las siguientes actividades: NADH-oxidasa
(®), NADH-oxidorreductasa (0O ), succinato-oxidasa (@), succinato-oxido
rreductasa ({3) y TMPDH2-oxidasa (A ). Las actividades especificas sefa

ladas a pH 7.4 fueroff similares a las registradas en la tabla I.
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A partir de las membranas inactivadas por pH alcalino y una prepa-
racién soluble de succinato deshidrogenasa (solubilizada por BRIJ-36T,
reemplazando después este detergente por colato de sodio) fue posible
reconstituir las actividades de succinato deshidrogenasa y oxidasa (re-
sultados no mostrados) lo que sugiere que el tratamiento alcalino afec-

ta de manera selectiva a las deshidrogenasas de NADH y succinato.

Papel de la Quiﬁona en el SR de B. cereus. Un sistema respirato-
rio como el propuesto (Respiracidn Flavina) por Felix y Lundgren (16)
para B. cereus, presupone que la quinona endSgena no es un paso obliga
do en la respiracidn NADH-dependiente, ya que los electrones podrian’
ser derivados directamente desde la deshidrogenasa hacia el oxigeno sin
participacion de una via quinona-citocromos. AsI, la existencia de una
via no-quinona en el SR de B. cereus puede ser probada por inactivacidn

selectiva de la quiriona enddgena.

La figura 4 muestra que cuando la quinona enddgena es destruida por
luz ultravioleta (360nm) en membranas de cé&lulas vegetativas (A) o espo-
rulantes (B), la respiracidon NADH-dependiente es abolida y por otro lado,
las actividades de NADH deshidrogenasa y TMPD oxidasa no sufren cambio.
Al mismo tiempo, la reduccidn de citocromos dependiente de NADH también
es dristicamente afectada despué; de 1a irxadiacién u.v. (figura 5). La
adicidon de menadiona 200uM a las membranas inactivadas por U.V. restaura
plenamente su capacidad respiratoria (no se muestra) y al mismo tiempo

la capacidad del NADH para reducir a los citocromos del SR (Figura 5).

La respiracidn dependiente de succinato fué también afectada por

la luz U.V.; sin embargo, en el caso de las membranas de células esporu-
rd
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Figura 4 Efecto de la fotoinactivacidon (U.V.360nm) de la menaquino-
na enddgena sobre las actividades respiratorias asociadas a membranas de
B. ceréus. Membranas de células vegetativas (A) o esporulantes (B) fue-
ron expuestas a la luz ultravioleta como se describe en métodos. A los
tiempos indicados se tomaron muestras en las que se ensayaron las siguien
tes actividades: NADH-oxidasa (® ), succinato-oxidasa (&). Las activida
des de NADH-deshidrogenasa, succinato-deshidrogenasa y TMPDH2-oxidasa no
fueron afectadas por el tratamiento y se representan juntas ( 0). Las ac
tividades especificas en membranas no tratadas fueron similares a las re-

gistradas en la tabla I.
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La capacidad del NADH para reducir el SR es comparada en membranas nor

males y membranas fotoinactivadas con U.V. de 360nm por 60 min.
Se muestra el efecto del KCN 0.1 mM o de la menadiona 200 mM sobre

el patrén de reduccién evocado por NADH en las membranas fotoinactiva-

Para estos experimentos se utilizaron membranas (5 mg de protei-

das.
na) de células de la fase esporulante.



lantes (fig. 4B) la inactivacidn no fue total y un 32% de la actividad
especifica original sobrevivid después de 90 min. de irradiacidén. Si
consideramos que en las membranas de células esporulantes la capacidad
para oxidar succinato es cuando menos 10 veces menor a la capacidad pa
ra oxidar NADH, se verd que alin después de destruir una cantidad impor
tante de quinona enddgena, todavia seguird siendo la succinato deshi-
drogenasa el paso limitante en la velocidad de respiracidén estimulada

con succinato.

Del experimento anterior podemos derivar conclusiones importantes:

a) La quinona enddgena es indispensable para la respiracidon NADH-
dependiente, luego entonces el "by pass flavina" propuesto por Lang y
Lundgren (38) en B. céreus no existe.

b) Si se acepta que la succinato deshidrogenasa es con mucho, la
velocidad limitante para la oxidacidn de succinato, entonces podemos
considerar que la quinona es también indispensable para su oxidacién.

c) El tratamiento con luz U.V. afecta de manera especifica a la
quinona, como lo sugiere el hecho de que las actividades de NADH y suc
cinato deshidrogenasas asi como TMPDH2 oxidasa no sean afectadas por
el tratamiento. En favor de este planteamiento estd el hecho de que
la menadiona es capaz de reconstituir plenamente la capacidad para oxi
dar NADH y reducir citocromos a partir de este sustrato.

d) La no existencia de un "by pass flavina" en el SR de Bacillus
ceréus obliga a plantear una explicacién diferente para la respiracidn
resistente a cianuro y se hace necesario hacer una blisqueda cuidadosa
de rutas citocrdmicas alternativas que pudieran explicar satisfactoria

mente la resistencia al inhibidor.
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Citocromos asociados a Membranas de Células Vegetativas y Esporu-
lantes. En la figura 6 se muestran los espectros diferenciales (red me
nos ox) de baja temperatura que se obtuvieron con membranas de la fase
vegetativa (A) y fase esporulante (B). Despuds de reducir con ditioni-

ta se observan los picos tipicos para los citocromos: b 55 (462,. 527 y

5
555nm), Ccug (417, 519 y 549nm) y aa, (443 y 602nm). En el mismo trazo

se aprecia asimetrfa- (alrededor de 562nm) en el gran pico de b y una

555
pequenia zona de absorbencia alrededor de los 630nm. En los trazos co-
rrespondientes de NADH (trazos b) la asimetria en la zona de 562nm es
mids evidente y se vuelve un hombro prominente cuando se utiliza Asc +
TMPD como reductores (trazos c). Asi, a medida que los niveles de re-
duccidn del cit b555 son menores (Ditionita>NADH>ASC. + TMPD) se desen-
mascara con claridad un pico a 562nm y de acuerdo con antecedentes en la
literatura (7, 50, 57), la absorcidn entre 560 y 564nm corresponde a un
citocromo de tipo b llamado citocromo o. Por el momento prefiero llamar

a este citocromo b Con respecto a la pequenia zona de absorbencia a

562°
630nm que se observa en todos los trazos, &sta podria ser atribuida a la
presencia de cantidades muy pequeiias de citocromo a, también llamado cit
d (26). El coeficiente de extincidn molar para el citocromo a, reducido
es E(603-630)=8.5 (nM. cm)-l, el mis bajo conocido para un citocromo
respiratorio, de esta manera, a menos de que se encuentre presente en
cantidades importantes es muy diffcil detectarlo, mis adelante demostraré
que bajo ciertas condiciones de cultivo la concentracidén de citocromo d
aumenta considerablemente al punto que se le puede identificar como un

pico de absorcidn bien definido, por el momento, s6lo afirmaré que en

rd
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Fig. 6 Espectros diferenciales (red menos ox) a baja temperatura
de membranas de la fase vegetativa (A) y fase esporulante (B). Los agen
tes reductores indicados fueron mezclados con las membranas (12 mg de
protefna en A y 5.0 mg de proteina en B) y sumergidas inmediatamente en
nitrégeno 1fquido. La celda de referencia fué preparada con la misma
cantidad de membranas previamente oxidadas por agitacidén vigorosa. Los
reductores en los trazos a, b, ¢ y d fueron ditionita de sodio, NADH,
ascorbato + TMPD y succinato disddico, respectivamente, afiadidos a las

concentraciones senaladas en métodos.
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condiciones aerobias de cultivo en medio G modificado, la débil banda de
absorcidn que se observa a 630nm debe corresponder a cantidades muy limi

tadas de cit.d.

Debido a la sobreposicidn de los picos de absorcidn de los citocro-
mos de tipo b y c no es posible determinar con exactitud los niveles de
reduccidn "steady state" evocados por cada uno de los sustratos probados;
sin embargo, sf podefos hacer una estimacifn grosera de tales niveles.
El NADH, en membranas vegetativas reduce 51, 90 y 70% del total (estima-
do por ditionita) de los citocromos b, c y aag respectivamente; en célu-
las esporulantes estas cifras son de 51, 81 y 75%. Al utilizar ascorba-
to + TMPD los niveles de reduccidn para los citocromos c y aa, fueron si
milares a los anteriores, mientras que el pico de citocromo b sSlo se re
dujo en un 25-30%. Por otro lado, los niveles "steady state" evocados
por succinato fueron muy pobres, especialmente en células esporulantes
(ver trazo d en la fig 6) siendo menores al 107 para todos los citocro-
mos. Este resultado fue congruente con los pobres niveles de succinato-
oxidasa detectados en membranas de células vegetativas y esporulantes
(ver tabla I). A estas resultantes podemos sumar el experimento mostra-
do en la figura 7 donde se muestra que en presencia de KCN 0.1mM los ni-
veles de reduccidn evocados por succinato se incrementan de manera dra-
miatica; el mismo efecto se produce cuando el espectro de reduccidn con
succinato se determina en condiciones anaerdbicas (resultado que no se
muestra). Todo lo anterior es congruente con la idea de que el flujo de
electrones entre succinato deshidrogenasa y el SR es el paso que severa-

mente limita la respiracidn estimulada por este sustrato.



La concentracidn individual de citocromos presente en membranas de
células vegetativas y esporulantes fue estimada a partir de los espec-
tros diferenciales (red. menos ox. y red. + CO menos red.) determinados
a temperatura ambiente utilizando ditionita como agente reductor y per-
sulfato de amonio como oxidante (estos espectros no se muestran). Hay
que considerar que las determinaciones de cit. b y ¢ no son exactas de-
bido al problema de -sobreposicidn de bicos comentado anteriormente. En
la tabla II se puede apreciar que la concentracidn de citocromos es con
siderablemente superior en las membranas de células esporulantes que en
sus contrapartes vegetativas. El rango de incremento va de 1.74 en el
caso de .cit. o-CO hasta 4.33 veces en el caso de citocromo Cs.8° La
concentracidn del cit. b562 no pudo ser estimada en el espectro ditioni
ta-red menos persulfato-ox. debido a que su pico queda totalmente in-
cluido en el gran pico de b555. La concentracidn de a, fue tan pequena
que no fue posible hacer un cidlculo cuantitativo confiable por lo que se
reporta como cantidades traza en dicha tabla. Finalmente, como se verd
m3s adelante, los espectros con mondxido de carbono revelaron la presen-
cia de lo que parece ser un complejo entre cit. o y CO, que tiene su mi-

ximo de absorencia a 415-417 nm y una minima a 430 nm y 561 nm.

.

Identificacidn de Citocromos Reactivos a Mondxido de Carbono. La
identificacidn tentativa de los citocromos b562 y a, nos condujo a rea-
lizar el an3lisis espectral de sus complejos con CO correspondientes.
La incubacién con agitacidn de las membranas reducidas por ditionita ba
jo una atmdsfera saturada con CO reveld la aparicién de 2 complejos ci-

tocromo-CO en la regidn espectral de Soret (figura 8).



Tabla II Concentracidn de citocromos asociados a prepara-

ciones membranales de Bacillus cereus

EDAD DE LAS CELULAS RELACION
CITOCROMO LOGARITMICA EDO III EDO III/LOG
a + ag 0.11 0.28 2.50
b555 0.12 0.45 3.75
c548 0.15 0.65 4.33
a2 trazas trazas -—=
a3—CO 0.14 0.25 2.08
0-CO0 0.05 0.09 1.76

La concentracidon de citocromos fue calculada de los espec-
tros diferenciales (ditio-red menos persulfato-ox) corridos
a temperatura ambiente. Para los complejos de a3—CO y 0-CO
se usaron los correspondientes espectros de monoxido de car
bono. En ambos casos la concentracidon de citocromos se ex-
presa como nmol por mg de proteina membranal. Se usaron
los coeficientes de extincidén y pares de longitud de onda

senalados en métodos.
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Fig. 7 Efecto del KCN 0.1mM sobre el patrdon de reduccidn evocado

por succinato en membranas de células esporulantes. Membranas (5 mg
i

de proteina) oxidadas al aire por agitacidén vigorosa fueron mezcla-
das con succinato disddico 20mM (trazos a y b) o NADH 2.0mM (tI:razos
c y d). Los espectros en trazo continuo son los obtenidos en; presen
cia de KCN 0.1mM. En todos los casos la celda de referencia Lonte—

|
nia membranas oxidadas al aire. Referencia y muestra fueron conge-

ladas inmediatamente después de su preparacidn.



Fn los primeros minutos de incubacidn, se identificd claramente el
espectro de cit. a3—CO (picos a 430 y 592, valle 445nm) . Exposiciones
mids prolongadas a CO, producen un pico creciente en la regidn de 410-
417nm y un decremento concomitante en el pico de 430 nm. Esta conducta
sugiere la formacidon lenta de un complejo entre el cit. oy el CO (pico
a 417nm, valle a 430nm). Resultados similares en B. megaterium fueron
reportados inicialmente por Broberg y Smith (7) y confirmados mis tarde

por Hogarth et al. (26).

Con respecto al cit. a,, es bien conocido que su reaccidn con CO
provoca el corrimiento de su pico de reduccidn hacia longitudes de onda
un poco mayores (50,59). Un muy pequefio pico (643nm.) con estas carac-
teristicas puede ser observado en la figura 8. Nuevamcnte advierto que
bajo las condiciones de cultivo utilizadas, &ste citocromo se encuentra

en cantidades traza y por tanto es muy dificil su identificacidn.

Efecto de Inhibidores Respiratorios. Los resultados descritos has
ta el momento, sugerian la presencia de un sistema respiratorio ramifi-
cado compuesto por citocromos en B. cereus y con el objetivo de dar apo
yo experimental a este planteamiento decidi analizar la cinética de in-
hibicidn para varios inhibidores respiratorios sobre la respiracidn es-
timulada por NADH succinato y ascorbato + TMPD. Se probaron los siguien
tes inhibidores Atebrina (inhibidor de deshidrogenasas FAD-dependientes),
Dicumarol (andlogo estructural de quinonas), Antimicina A y HOQNO (inhi-

bidores del segmento b-c) y Cianuro (inhibidor de la citocromo ¢ oxidasa).

Como se muestra en la figura 9A, ninglin inhibidor fue capaz de su-
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Fig. 8 Espectros diferenciales con mondxido de carbono (ditionita-
red + CO menos ditionita red) de las membranas de células esporulantes.
Después de agregar un poco de ditionita sdlida a una suspensidn membra-
nal (15 mg de proteina) se diluyd 3 veces con amortiguador saturado con
aire (referencia) o amortiguador saturado con CO (muestra). La celda
de muestra se mantuvo (con agitacidn) bajo atmdsfera de CO y se registrd
su espectro a los tiempos indicados en cada trazo. Los espectros y pre-

paracidon de las celdas fueron realizados a temperatura ambiente.
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primir completamente la oxidacidon de NADH; sin embargo, la Antimicina A

y el HOQNO fueron los mis efectivos, causando un 80% de inhibicidn a
concentraciones cercanas a 100uM. El mismo nivel de inhibicidn se obtu
vo con atebrina y dicumarol pero a concentraciones cercanas a 300uM.
Contrastando con lo anterior, el cianuro, inhibidor clidsico de citocro-
mo c¢ oxidasa tuvo un efecto inhibitorio muy pobre sobre NALH-oxidasa; mis
del 657 de la actividad fué resistente a concentraciones de KCN hasta de
1.0mM. La curva dosis-respuesta para CN sobre NADH-oxidasa fue claramen-
te bif@sica y esto sugiere la participacidén de cuando menos 2 vias de
transporte de electrones con muy diferente sensibilidad al CN~. Esta con
clusidn fue confirmada por los resultados que se observan en la figura 9B
donde se analiza la cinédtica de inhibicidn para CN sobre las actividades
de NADH, succinato y TMPH2 oxidasas. Mientras que las actividades con
NADH y especialmente con succinato, fueron resistentes al CN, la respi-

racién estimulada por Ascorbato + TMPD fue muy sensible, mostrando un va-

lor de Ki=2.5uM para KCN.

Si consideramos que los electrones de TMPH2 son donados especifica-
mente al cit. c, podemos concluir que la via sensible al CN estaria for-
mada por cit. ¢ y cit. aas. Por otro lado, el hecho de que los inhibido
res de sitio I y II hayan inhibido efectivamente la respiracidon estimula
da por NADH hace pensar que el SR de B. cereus se ramifica entre cit.

b555 y cit. 550 Y POT lo tanto, la via no sensible a CN debe derivarse

del cit. b555.

Constituyentes de la Via Insensible a CN : En los experimentos an-

teriores se demostrd que la via sensible a CN estaba constituida por
.
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Fig. 9 Efecto de inhibidores respiratorios (A) sobre la actividad
de NADH-oxidasa de membranas de células esporulsntes. TLas membranas
(0.5mg de proteina) fueron preincubadas a 30°C por 3 min., en 3 ml. de
amortiguador TCM conteniendo las concentraciones indicadas de inhibido-
res respiratorios. Los inhibidores probados fueron: HOQNO (¢), antimi-
cina A (1), atebrina (/ ), dicumarol ("), y KCN (.%). La reaccidén
fue iniciada con NADH a una concentracidon de 2.0mM. En el panel B se
muestra el efecto de la concentracidn de KCN sobre las actividades de
NADH-oxidasa (- ), succinato oxidasa (. ) y TMPH2 oxidasa (% ). Bajo

las mismas condiciones de ensayo arriba descritas.

)
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cit. y aa Por exclusidn podrismos pensar que los citocromes b562

€550 3
y a, constituian la via insensible al CN; sin cmbargo, era necesario de-
mostrarlo experimentalmente. Se decidid utilizar una técnica (26) espec
trofotométrica que permite visualizar como picos de absorbencia aquellos
citocromos que contindan siendo oxidados en presencia de CN . De acuer-
do con &sto, sI se obtiene el espectro diferencial anaerddico vs. aerdbi
co de las membranas reducidas por NADH en presencia de KCN 0.1mM, sélo

aquellos citocromos que continidian siendo oxidados (celda de referencia,

aerdbica) formaran picos de absorcién debido a que todos los citocromos

en la celda experimental (anaerdbica) se encuentran totalmente reducidos.

La figura 10 muestra que en la presencia de CN , s6lo el cit. b562
continfa siendo oxidado; los picos para citocromos Csso ¥ @25 NO apare-
cen significativamente oxidados, lo que corrobora la conclusidn de que
estos dos citocromos forman la via sensible al CN . En el caso del cit.
ays desgraciadamente su pequefia concentracibén y pequeno coeficiente de
extincidn molar no permiten detectarlo oxidado bajo esta técnica. Ante-

cedentes en la literatura (10, 22, 47, 59) nos demuestran que la presen-

cia de cit. a, siempre puede asociarse a la respiracidn insensible a CN .

M3s adelante veremos que en condiciones de cultivo microaerofilicas,
la concentracidn de los citocromos Csgp ¥ aag se reduce drésticamente y
con ellos la respiracidn sensible a CN y al mismo tiempo, se incrementa
notablemente la concentracidn del cit. a, prevaleciendo la respiracidn

insensible al CN.

Efecto de la Concentracidn de Oxigeno sobre la Velocidad de Respira-

cidn. Como se dijo anteriormente en el capitulo de Introduccidn, las oxi
. 1

-
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Fig. 10 Espectro diferencial (anaerdbico menos aerdbico) de las
membranas de células esporulantes reducidas por NADH en presencia de
KCN 0.1mM. Las celdas de muestra y referencia contenian en 0.4 ml. vo-
lumen final: 0.5mM NADH, 0.1mM KCN y membranas (5 mg de proteina) en
amortiguador TCM. La celda de muestra, con la mezcla reaccidén comple-
ta, fue incubada a 309C por 15 min. para volverla anaerdbica. La refe-
rencia aerdbica fue preparada e incubada bajo las mismas condiciones,
excepto que el NADH fue agregado justo antes de la congelacidn. Su
espectro se muestra como trazo discontinuo. El espectro de trazo con-
tinuo es el diferencial de NADH (red menos ox) que se muestra para com

paracion.
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dasas terminales pueden distinguirse no sélo por su distinta sensibili-
dad a inhibidores sino también por su diferente afinidad hacia el 02.
La Km de los citocromos oxidasas bacterianos ha sido determinada en va-

8 (52, 53) y

rias especies encontrindose valores que van de 10_6M a 10
se ha visto que los valores de afinidad se pueden correlacionar con la
composicidn de citocromo oxidasas en cada especie; por ejecmplo, en el
caso de S. typhimurium (39) la @nica oxidasa presente es cit. o y su Km
para 02 es de 7x10—7M. En el caso de E. coli que contiene cit oy ays
se pueden distinguir dos pendientes en la cinética para 02 (48). 1la
primera de baja afinidad, corresponde a cit. o con una Km de 2x10-7M y
la segunda de zlta afinidad corresponde a cit. a,, con una Km de 2.4x

1078,

La determinacidn de las constantes de afinidad para oxigeno exige
condiciones muy especiales para alcanzar la sensibilidad que se necesi-
ta en el oxImetro. Se requiere una membrana de respuesta ripida y un

registrador con gran capacidad de amplificacidn.

En nuestras condiciones de trabajo utilizando membranas Yellow
Springs de alta sensibilidad y un registrador Honeywell modelo Electronik
195 pudimos detectar, en forma reproducible, concentraciones de 02 tan

bajas como 0.2uM.

En la figura 11 se presenta la grdfica de Eadie-Hofstee para la ve
locidad de respiracidn estimulada por NADH en membranas de la fase espo
rulante contra la concentracidn de 02 disuelto. Dentro del rango de

concentracidn de O2 (0.2uM a 200uM) que técnicamente fué posible anali-



zar, podemos apreciar una cinética con 2 pcndientes. La pendiente de ma-
yor afinidad con un Km de 0.9uM para 02 y la de menor afinidad con una

Km de 8.0uM.

En el inserto de la figura: 11 se muestra que cuando el experimento
se realiza en presencia de CN , se elimina la pendiente de baja afinidad.
Lo anterior sugiere que la oxidasa aaq, sensible a CN , tiene baja afini-
dad por 02 (Km=8.0uM), mientras que la oxidasa insensible a CN que detec-
tamos, tiene una mayor afinidad por 0, (KM 0.9uM). Los valores obtenidos
de Km sugieren que nuestra oxidasa de alta afinidad (Km 0.9um) correspon-
de a la oxidasa cit. o pues su afinidad es cercana a los valores reporta-
dos para oxidasa o de S. typhimurium (Km=0.7uM) y E. coli (Km=0.2). Para
particulas de Keilin y Hartree de corazdn de cerdo se ha reportado un va-
lor de afinidad de 2.8uM (41), mientras que para la oxidasa aa, bacteria-

na de Microbacterium thermosphactum se ha dado una afinidad de 8.0uM (41).

nuestros valores son muy cercanos a este 0ltimo caso. Respecto a la oxi-
dasa a,, por las razones técnicas antes expuestas, no fué posible confir-

mar su presencia funcicnal.

Efecto de las Condiciones de Cultivo sobre la Expresidon del Sistema
Respiratorio. Debido a que B. cereus, como anaerobio facultativo, tiene
capacidad para crecer en un amplio rango de tensidn de 02 (46) consideré
relevante estudiar los efectos de la variacidn en la tensidn de 02 duran-
te el cultivo, sobre la expresidon de su SR. Del mismo modo, por antece-
dentes en la literatura con otras especies bacterianas (22, 58, 59) se
podia esperar que la naturaleza de la fuente de carbono en el cultivo ae

robio, tuviera consecuencias sobre la expresidn del SR de B. cereus.
s 2. C£ereus
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Fig. 11 Efecto de la concentracidon de oxigeno sobre la velocidad
de respiracidn estimulada por NADH, en membranas de células esporulan-
tes. Grafica de Eadie-Hofstee. Membranas de la fase esporulante, es-
tado III (0.5 mg de proteina) fueron incubadas con amortiguador TCM y
NADH 2.0mM hasta anaerobidsis (ver métodos). Las concentraciones de 02
(desde 0.2uM) fueron dadas anadiendo volimenes definidos de agua desti-
lada saturada de aire (200uM). El recuadro muestra la misma cinética

realizada en presencia de KCN 0.l1mM.



Deetd? compavar 2 medios de cultivo en condicives aerclins, ¥l
nedio G modificado (24) que utiliza sacarosa como fuente de carbono fer
sent -hle y por otro lado, el medio de cassaminoéci@os (51) que utiliza
hidrolizado de cascina, glutamato, alanina y asparragina y no contiene

fuente de carbono fermentable.

En cuanto a la tensidn e 02 se decidid comparar 3 condiciones de
cultivo: a) aerdhicas con acreacién forzada por burbujeo (12 litros
de aire por minuto) utilizando el medio G medificado. b) Condiciones
afcrvoceroflicas astituyerndlo 1a aeread 170 Torzada (0 cujeo) por el
simple recambio de la atmdsfera del tanque de fermentacidn a la misma
vielocidad de flujo de aire. Fl cultivo microaerofilico tarbién se hi-
z0 ¢n medio G. ¢) Condiciones cnaerdbicas de cultivoe en ducde se uus-
tituyd el flujo de aire por flujo de nitrdgeno de alta pureza. Para
csta (ltima condicidn fue necesario utilizar un medio rico que conte-~
nia: sacarosa al 0.5%, casaminodcidos al 2%, extracto de levadura al 17
y nitrato de potasio al 0.1% como aceptor alterno de electrones. DPara
tedas las condiciones de cultivo descritas, el cultivo se agitd a 250

rpm (propela).

la cinética de crecimiento para las 4 condicioncs de cultivo ensa
yadas se muestra en la figura 12. En cada curva estd anotado el tiem-—
po de generacidn (tg) obtenido y que corresponde al tiempo en minutos,
que se requiere para doblar la densidad 6ptica del cultivo durante la
etapa logaritmica. En el medio G modificado y bajo condiciones aero-
bias, se obtuvo la midxima velocidad de crecimiento con un tg de 45 min.

La velocidad de crecimiento fué 2.6 veces menor (tg=120) cuando se uti
e
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Fig. 12 Cinética de crecimiento para Bacillus cereus bajo condi-

ciones diferentes de cultivo. Los cultivos fueron realizados en el bio
fermentador con 12 litros de capacidad bajo las condiciones descritas
en métodos. Se comparan las cinéticas de crecimiento en medio G modifi
cando (fuente de carbono fermentable: sacarosa) medio de casaminoicidos
(fuente de carbono no fermentable) crecidos en condiciones aerdbicas
(MG-AE y MCAS-AE). Para el crecimiento microaerofilico también se uti-
1iz6 medio G modificado (MG-uAE) y para crecimiento anaerdbico se utili
26 medio complejo (ver métodos). Tg significa el tiempo de generacidn

o dicho de otro modo, el tiempo en minutos que se requiere en cada me-s

dio, para duplicar la densidad optica (540nm).
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1iz0 el medio de cassaminodcidos en condiciones aerobias y 7 veces me-
nor (tg=300) cuando la tensidn de 02 se hizo severamente limitante en
el medio G modificado. Finalmente en condiciones anaerdbicas utilizan
do un medio muy rico con Nitrato como aceptor de electrones, la velo-
cidad de crecimiento (tg=150) es 3.3 veces menor que en el medio G mo-

dificado con condiciones aerdbicas.

Debido a que la velocidad de crecimiento y la densidad 6ptica fi-
nal alcanzada son muy diferentes para cada tipo de cultivo, se decidid
colectar las células al inicio de la etapa estacionaria independiente-
mente del valor absoluto en su densidad 6ptica. En la tabla III se
muestran las. actividades respiratorias asociadas a membranas de célu-
las estacionarias obtenidas bajo las condiciones arriba descritas.
Mientras que las actividades de NADH y succinato oxidorreductasas no
fueron afectadas de manera significativa por las distintas condiciones
de cultivo utilizadas, las actividades de oxidasa fueron severamente
afectadas por la tensidn de 02. Comparando con los valores obtenidos
en aerobiosis (medio G) la actividad de NADH oxidasa cae 7.5 veces en
condiciones microaerofilicas y 21 veces en condiciones anaerdbicas.

La TMPH2 oxidasa disminuyd en 7.5 y 18 veces para los mismos casos
arriba seflalados. En cuanto a la succinato oxidasa solo se aprecid
una disminucidn significativa (3 veces) en condiciones anaerdbicas de
cultivo y esto no es sorprendente si volvemos a considerar que el flu-
jo de electrones desde la succinato deshidrogenasa al SR es severamen-

te limitante en la velocidad de respiracidn con succinato.

Es importante hacer notar que la actividad respiratoria estimula-
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da ;or ascorbato + TMPD es inhibida en un 95% (cifra entre paréntesis
en la tabla III) por KCN 0.lmM en membranas de células aerobias y por
otro lado, esta misma actividad en células microaerofilicas, se inhi-
be un 25% y s6lo un 15% en células anaerdbicas. Lo anterior sugiere
que la disminucidén drastica que se observa en la actividad respirato-
ria de células microaerofilicas y anaerdbicas es debida a una disminu
cibn severa en la actividad de la via sensible a cianuro. Esta con-
clusidn es apoyada por los resultados que se muestran en la figura 13
donde se compara la ciuética de inhibicidn por KCN para las membranas
de células aerobias y membranas de células microaerofilicas. Es cla-
ro que las células cultivadas en condiciones microaerofilicas han vis
to disminuida su capacidad respiratoria a expensas de la casi desapa-
ricidn de la respiracidn sensible a CN , ya que la escasa actividad de
TMPH2 oxidasa (ver tabla III) normalmente muy sensible a CN  en célu-

las aerdbicas es ahora, resistente al inhibidor (ver figura 13).

Efecto de la Tensidn de 02 y Fuente de Carbono sobre la Composi-
cidon de Citocromos: El andlisis de oxidorreductasas y oxidasas y de la
cinética de inhibicidn para cianuro, en células cultivadas bajo tensio
nes reducidas de 02, sugerian cambios cualitativos importantes en la
expresién del SR de B. cereus. Lo anterior hacia necesario hacer el
anilisis espectral de las células cultivadas en condiciones microaero-

filicas y anaerdbicas.

Como se puede apreciar en la figura 14, las células cultivadas ba
jo condiciones microaerofilicas y anaerbbicas muestran importantes cam

bios en su espectro diferencial (reducido-ditionita menos oxidado-per-
P



TABLA III ACTIVIDADES RESPIRATORIAS ASOCIADAS A MEMBRANAS DE CELULAS ESTACIONARIAS OBTENI-
DAS EN DIFERENTES CONDICIONES DE CULTIVO.

OXIDORREDUCTASAS:

NADH: DCPIP aceptor
Succinato: PMS-DCPIP aceptor

OXIDASAS:

NADH
Succinato

Ascorbato + TMPD

8La actividad especifica para
1 1

por min™

mg proteina—l.

ACTIVIDAD ESPECITFTICA?

AEROBIOSIS

MEDIO G MEDIO CAS

200 160
148 125
210 187

18 34

280 (95)° 320 (95)

MICROAEROBIOSIS

MEDIO G

165
112

28
15
37 (25)

ANAEROBIOSIS
MEDIO COMPLEJO

180
120

10
6
18 (15)

oxidorreductasas esti expresada como nmol de DCPIP reducido

- - . - . _1
mg proteina ~. En el caso de oxidasas se expresa como ngatomo de 02 por min

bLas cifras entre paréntesis representan el porcentaje de la respiracidn sensible a KCN

0.1mM.
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sulfato).

Comparando con el espectro de las células cultivadas en medio G y
condiciones aerdbicas (figura 6) podemos apreciar que la reduccidn ceve
ra en la tensi6n de 0, provoca una disminucidn hasta desaparicidn (anae

robiosis) en la concentracidn de los citocromos aay y c (el cambio

530

en cit. no se aprecia con claridad en espectros de temperatura am-

€550

biente). Al mismo tiempo vemos que la concentracidn de cit a, se eleva
en condiciones microaerofilicas y desaparece con la anaerobiosis. Es-
tos resultados son congruentes con la idea de que la disminucidn en la
capacidad respiratoria de las células cultivadas en tensiones reducidas

de 02 es debida a una disminucidn severa en la actividad de la via sen-

sible a CN (CSSO y aa3).

Las células cultivadas en casaminodcidos y aerobiosis también mos-—
traron diferencias importantes en su espectro diferencial. La concen-
tracion del cit. a, se encuentra elevada al mismo tiempo que se mantie-
nen niveles normales o un poco mayores (con respecto al medio G) de los

citocromos 833 y CSSO.

En cuanto a los citocromos de tipo b podemos observar la presencia
de b555 (557 a temperatura ambiente) y b

condiciones de cultivo.

562 €0 aparentemente todas las

Los espectros de mondxido de carbono (ditio-red) para los casos

arriba descritos se pueden observar en la figura 15. Para las células

cultivadas en medio de casaminoicidos tenemos un espectro parecido al

obtenido con membranas de medio G (fig 6): cit. a3-CO (picos a 431 y

2



4V

590 nm, valle a 445nm.); cit. o-CO (pico a 416nm, inflexién a 431nm y
valle a 561nm). Una diferencia importante con el medio G fue la magni-

tud del pico del complejo cit a,-CO (643nm).

2
En condiciones microaerofilicas de cultivo observamos que la con-

centracidon del complejo a,-CO se encuentra muy disminuida, observando-

3
se sblo una inflexidn del espectro a 445nm y por otro lado, la casi au-
sencia de cit a3~Cb nos deja ver un espectro casi "limpio" para el com-
plejo de cit. 0-CO (pico a élSnm y profundo valle a 431nm). En este ca

so la magnitud del pico a 643 para cit. a,-CO también es importante.

2
Para condiciones anaerdbicas de cultivo s6lo observamos la presen-

cia de un sdlo citocromo reactivo a CO: el cit. 0-CO (pico a 4lénm y

valles a 431 y 561nm).

Los resultados anteriores sugieren que la via sensible a cianuro

(cit. 07 aaB) estaria regulada de manera positiva y directa por la

€ss5
tensidn de 02. En cuanto al cit. o, su presencia parece ser constituti-
va, pues sin detectarse grandes diferencias en su concentracién, parece
estar presente en todas las condiciones de cultivo ensayadas. En cuan-
to al cit. a, pareceria ser inducido por las bajas tensiones de O2 (me-~
dio microaerofilico) donde tendria un papel preponderante como oxidasa
terminal (alta afinidad por 02; sin embargo, hay que senalar que en el
medio de casaaminoidcidos y condiciones aerobias de cultivo también se
induce su sintesis sin que parezca haber justificacidn fisioldgica. Si
comparamos el cultivo en una fuente pobre de carbono (casaaminoicidos)

con el cultivo en un medio microaerofilico se verd que el factor comin

de estas condiciones de cultivo es el lento crecimiento (ver fig 12) de
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Fig. 13 Cinética de inhibicidén por cianuro de NADH-oxidasa y TMPDH2
oxidasa de las membranas de células crecidas en condiciones microaerofi-
licas. Las oxidasas fueron medidas como se describe en métodos utilizan-
do 2.0mg de proteina membranal. Para comparacidén se incluye en la grafi-
ca la cinética de inhibicidn para TMPDH2-oxidasa de membranas de células

crecidas en medio G con aerobidsis.
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Fig. 1l4: Efecto de la tensidn de oxigeno y fuente de carbono (velo-
cidad de crecimiento) sobre la composicidn de citocromes de B. cereus.
Las células crecidas en los medios o condiciones indicadas de tensidn de
02 fueron cosechadas al inicio de la etapa estacionaria, sedimentadas y
lavadas con amortiguador TCM. Las células lavadas fueron resuspendidas
(2% del volumen de cultivo) en amortiguador TCM-glicerol al 507. Los

espectros diferenciales (ditio red menos persulfato ox) fueron realiza-

dos a temperatura ambiente utilizando las cé&lulas enteras.



tal manera que la sintesis de cit. , serfa desrcprimida no por la baja
tensidn de 02 directamente, sino por la dificultad para mantener la ve-

locidad de crecimiento.
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Fig. 15 Espectros diferenciales de mondxido de carbono (ditio-red
+ CO menos ditio-red) de las células integras de B. cereus cultivadas
bajo las condiciones descritas en la figura 12 y 14, Las células redu
cidas por ditionita fueron burbujeadas con CO por 5 min. y entonces se

trazé el espectro a temperatura ambiente.
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Los resultados expuestos en la presente tesis aportan evidencia que
obliga a modificaciones substanciales del esquema propuesto por el grupo
de Lundgren (16, 38) para el Sistema Respiratorio de B. cereus. En ver-
dad, el hecho de que la respiracidn NADH dependiente ses abolida después
de fotoinactivar selectivamente a la quinona enddgena (figura 4) descar-
ta la posibilidad Hé que las membranas de B. cereus posean una via alter
na de transporte de electrones, en la cual no sea necesaria la partici-

pacidn de menaquinona y citocromos.

Es pertinente mencionar que para varias especies de Bacillus (14,
54, 57) se ha reportado la presencia de una NADH-oxidasa soluble que es
capaz de reaccionar directamente con oxIgeno, esta enzima es estimulada
por FMN, inhibida por acido dipicolinico e insensible a inhibidores de
cadena respiratoria (57). Tal enzima, que reune las caracteristicas ci-
néticas de la via alterna propuesta por Lang y Lundgren (36), existe
también en B. cereus; sin embargo, su contribucidn a la respiracidn en-
dégena es modesta ya que no representa mds del 5% de la capacidad. respi-
ratoria total de la célula. Wilkinson y Ellar (57) han sugerido que es-
ta enzima podria tener un papel importante durante el periodo insensible

a CN de la germinacién de la espora.

Es necesario hacer hincapié en que la fotoinactivacidén del SR por
luz U.V. de 360nm parece afectar a la menaquinona enddgena de manera
especifica, esta conclusién estd fundada en el hecho de que la fotoinac
tivacidn impide la respiracidn con NADH (fig. 4) y la reduccidn de cito

cromos por este sustrato (fig. 5), sin afectar a las actividades de NADH
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y succinato deshidrogenasas, asi como tampoco, la actividad de TMPDH2-
oxidasa (figura 4). La respiracidn NADH-dependiente y con ella, la ca
pacidad de este sustrato para veducir los citocromos fue plenamente re
constituida por la simple adicidén de menadiona al sistema fotoinactiva
do (figura 5). La reconstitucidn de la NADH-oxidasa por menadiona (no
se muestra) siguid una cinética de saturacidn, alcanzidndose el miximo

de actividad con una concentracidn alrededor de 300uM.

Al desechar la existencia de una via no quinona y no citocrdmica
en el SR de B. cereus era necesario cncontrar una nucva explicacidn pa
ra la respiracidn insensible a CN. Una posibilidad era de que la cito
cromo oxidasa (aa3) fuera insensible al inhibidor. Esta alternativa
fue descartada, pues como se mostrd en la fig. 9B, la respiracidn esti
mulada con ascorbato + TMPD es altamente sensible al cianuro (Ki=2.0uM).
También en favor de la alta sensibilidad del cit. aa, al cianuro, esta
el efecto que tiene este inhibidor sobre el patrdn de reduccidn de ciﬁg
cromos evocado por succinato (fig 5). Mientras que en ausencia de cia-
nuro el succinato produce niveles de reduccidén apenas detectables para
los citocromos Cocg ¥ 233, la adicidn del inhibidor (KCN 10uM fue sufi-

ciente) al sistema provoca la rdpida acumulacidn de cit. Cosg ¥ aay re-

ducidos.

La segunda alternativa para explicar la resistencia al cianuro era
de que el Sistema Respiratorio de B. cereus estuviera constituido por
rutas citocrdmicas alternas. Esta posibilidad iba en contra de las con
clusiones sustentadas por cinco diferentes grupos de investigacidn (9,

14, 16, 38 y 43) sobre la composicidn de citocromos de B. cereus. De
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estas publicaciones la mids reciente y compluta (16) proponfa que B. «creus

poseia una sola cadena respiratoria formada por los citocromos b555, 55
aa..

v ady

Nuestro analisis espectral de las membranas reducidas por ditionita,
NADH o succinato (fig. 6) no reveld diferencias con los espectros de las
publicaciones mencionadas en el parrafo anterior; sin embargo, la reduc-
cidén con ascorbato 47TMPD puso de manifiesto la presencia de un nuevo ci-
tocromo (fig. 6) con su m3xima absorbancia a 562 nm, posicidén en el espec
tro gque lo identifica como citocromo o (27, 28,50). FEste citocromo hace

que el gran pico de citocromo b (reducido por ditionita o NADH) seca

555
asimétrico en su lado derecho (fig. 6); tal asimetria es también evidente

en publicaciones anteriores (9, 14, 16, 43), sdlo que ‘en ningln caso fue

reconocida como un citocromo independiente.

La reaccidn de citocromo o reducido con mondxido de carbono produce
la formacién de un complejo que tiene un maximo a 416nm y sus minimos a
431 y 561nm (50) tal espectro es sugerido en las membranas de células ae-
rébicas cultivadas en medio G (figura 8) o cultivadas en medio de casaa-
minodcidos, donde se aprecia una inflexidn del espectro en 430nm. Esta
inflexidn es producida por el valle de cit 0-CO y el pico de cit a3—C0
que coinciden en la misma longitud de onda. Tal interferencia con el
cit a3~C0 es pequefia en cé&lulas microaerofilicas (figura 15) y no existe
en células anaerdbicas, de tal manera que podemos apreciar "limpio", el

espectro para cit. o0-CO.

Todos los citocromos que funcionan como oxidasa terminal forman com



plejos con nndaido de corkenn, e des lon e ltoeromos g e prosen-
tan reaccidn positiva con €O scon onidasas terminales funcionales (22, 50).
De acuerdo con lo saterior, el cit. o detectado en nuestras preparacio-
nes pucde ser considerado s61n como una oxidasa potencial y habrid que ve
rifjcar dicha funcidn determinando el cspectro fotoquimico de accidn pa-
ra la liberacidén de la respiracidn inhibida por €O (22, 59). Si el es-
pectro de accidn y-el espectro de absorcidn coinciden, entonces quedara

demostrada su funcidn como oxidasa terminal.

El espectro difirencial anacrdbico menos :crdbico de las membranas
reducidas por NADH en presencia de KCN 0.1mM (figura 10) sugiere que un
citocromo de tipo b con maxima a 559-560 nm podria estar involucrado en
via inscnsible a cianuro. El mismo resultado fue obtenido por Hogarth
et al (26) en B. megaterium, lo que sugiere que el citocromo o del géne
ro Bacillus participa en la respiracidn insensible a CN . Aunque en

Acetobacter suboxidans (12, 13) también se ha reportado que su citocro-

mo o es resistente a cianuro, lo usual es que este citocromo se le en-
cuentre asociado a la respiracidn sensible a cianuro (35, 47, 59). Es
probable que lo que nosotros y Hogarth et al (26) llamamos cit. o, ba-
sados sb6lo en su identificacidn espectral y reaccidn con mondxido de
carbono, corresponde en realidad a un citocromo diferente a la citocro-
mo oxidasa o de otras bacterias. Serd necesario realizar ma3s estudios
para definir su verdadera identidad, demostrar que funciona como oxida-
sa terminal y corroborar directamente su aparente insensibilidad al CN.
En el presente estamos intentando aislar mutantes que carezcan de cit.

aa,, en ellos serad posible definir el papel de cit. o en el SR de B.

3,
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cercus sin interferencia del cit. aa

3"
El analisis de la cinética con inhibidores respiratorios (figura 9A)
reveld que los inhibidores de sitio I y II son considerablemente mis efec
tivos que el cianuro en su efccto inhibitorio sobre la NADH oxidasa, su-
giriendo que existe una derivacién del SR entre el sitio de inhibicidn
para antimicina y HOQNO y antes del sitio de inhibicidn para cianuro
(aa3). Al comparar.la cinética de inhibicidn para cianuro, sobre NADH-
oxidasa, succinato-oxidasa y TMPDH2-oxidasa (figura 9B) fue posible ubi-

car la derivacion a nivel del cit. b Seria deseable contar con un

555°
inhibidor especifico de la respiracidon insensible a CN en bacteria; des
graciadamente hasta el presente, no se ha descrito ninguno. El hidroxa-
mato del dcido salicilico (SHAM) que inhibe de manera especifica y efi-

ciente la respiracidn insensible a CN™ en eucariotes inferiores (25) no

tiene ningin efecto sobre los sistemas bacterianos.

En nuestro laboratorio hemos encontrado que la diciclohexil-carbo-
dimida (DCCD) tiene un fuerte efecto inhibitorio sobre la NADH-oxidasa
(no se muestra). Resultados preliminares sugieren que el DCCD podria
estar actuando a 2 niveles en el SR, inhibiendo a cit. aaq (TMPDH-oxida-
sa) y en algln punto entre la deshidrogenasa y el cit. c (inhibe a la
NADH-citocromo c oxidorreductasa y espectralmente se observa que retra-

sa la llegada de los electrones desde NADH a cit. c).

El cianuro a concentraciones hasta de 1.0 mM inhibid no m3s del 30%
&e la actividad de la NADH oxidasa de membranas de células vegetativas y

esporulante (figura 9A) vy cabria preguntar si este porcentaje de inhibi
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can que el paso limitante en 'a velocidad de regpiracicn se eacuentra,
por lo gcreral, a nivel de la deshidrogonasa, de tal w 1ora que bajo es
tas condiciones el ciasuro estarfa actuordo como un Toforruplor que cie
rra cl flujo de electrones por una rivla y a cambio, incrcwenta 1a utili
zacidn de rutas alternas no uensibles. [uperimentos reecientes realiza-
dos en nucetro laboratorio sugieren que Ta NADH deshidrogersra es el pa
<0 limitante en la velocidad de respiracidn de NADH, pues el crmsumo de
oxigeno estiirulado por NADH se incrementa casi 2.5 veces cuando se ana-
de simultdneawente con ascourbato + ‘[1iPD. Al misno ticipo 1a sensibili-
dad al cianuro 0.1mM se incrementa de 207% (NADH s0lo) a casi S0% cuando
Tas mewbrinas estdn respirando los dos sustratos simultineanm nte, esto
es, al acercarnos a la velocidad de respiracidn potencial (respirando
los dos sustratos) saturamos el SR y entonces podemos disecar ¢us dos
couponentes cindticos: via ciznuro-seusible, responsable del &0% de la

respiracidn potencial y via insensible rcsponsable Jdel 20% restante.

En cuanto al citocromo a,, Nuestro anilisis espectral (figura 6 y
14) sugiere que la sintesis de este citocromo es desreprimida durante
el crecimiento lento, como ocurrid en células crecidas en condiciones
aerobias con una fuente de carbono de lenta utilizacidn (casaminoicidos)
o por condiciones microaerofilicas de cultivo (figura 14). Los culti-
vos microaerdbicos o aerdbicos en medio de casaminoacidos tuvieron un

factor comlin (figura 12), el lento crecimiento y quizd esta situacidn,



dificultades para crecer, sca la condicion de indaccidn para citocrono
a,. En el caso de los cultivos anacrdbicos no hay evidencia de cito-
cromo a, (figuras 14 y 15). Aqui tambiln tcnemos una condicidn de len
to crecimiento (figura 12), sin cmbargo, hay que considerar que se tra
ta de una situacidn radicalmente diferente, en donde las condiciones
anaerdbicas y presencia de nitrato nos van a inducir la sintesis de ni
trato reductasa y con su accidn metabdlica, probablemente se reprima
la sintesis de citocromo a,. Laszlo y Taylor (39) han demostrado en

2
E. coli, que en presencia de nitrato se inhibe la respuesta aerotictica
al oxigeno, la cual se ha demostrado que depende de la citocromo oxida-
sa (52, 53), y entonces, es posible que el nitrato "per se" a algilin pro
ducto derivado de la utilizacidn del sistema anaerdbico de transporte

de electrones también actiile como supresor de las condiciones de induc-

¢ion del citocromo a, dadas por el lento crecimiento.

Es posible que tanto el citocromo o como el a, actlien como oxida-
sas terminales cinéticamente competentes y, en tal caso, cabria pregun-
tar cGal es la contribucidn de cada una de ellas a la respiracidn insen
sible a CN . Una aproximacidn experimental que nos podria contestar és-
ta pregunta es realizar el espectro fotoquimico de accidn, en presencia
de cianuro, para la liberacidn de la respiracidn inhibida por CO. En
estas condiciones el porcentaje de liberacidén que ocurra a 630nm nos in
dicara la contribucidn de ays mientras que el porcentaje liberado a
560nm podremos relacionarlo con citocromo o. Un hecho que llama la aten
cidon es el que el citocromo o esté presente en cantidades apreciables,

durante el crecimiento anaerdbico (figura 15) ya que, al no haber 02 no



hay funcién para wma oxidasa tciwminal. John y Watlev (29,30) demost ri-
ron que el citocromo o estd prescnte en Paracoccus denitrificans duran
te su crecimiento annerdbico. Ta presencia de citncromo o en creci-

miento anaerdbico podria no tener sentido fisioldgico y solo ser conse
cucncia del cavdcter constitutivo em su sintesis o podria tener alguna

funcidn, todavia desconocida, en el sistema de transporte de electro-

nes hacia nitrato reductasa.

En cuanto al rendimiento en la conservacidn de energia nsociado a
la utilizacidn de vna u otra oxidasa en la respiracidn, eoxisten dos
puntos de vista antagdnicos. El primero sostiene que la utilizacidn de
una u otra via alternativa con diferente oxidasa terminal no tiene efec
to sobre la eficiencia de la fosforilacidn oxidativa (33, 48). En el
otro grupo se asume, por lo contrario, que los citocromos o, d y aa,
terminan secuencias de transporte de electrones con distinta eficiencia
en la conservacidn de energia (40). Se ha asegurado pof ejemplo, que
la oxidasa a, no tiene un sitio asociado para la translocacidn de pro-
tones y por lo tanto estaria actuando como una via de oxidacidn libre
necesaria para reoxidar coenzimas en condiciones de emergencia (micro-

aerofilicas) o en el caso especial de los fijadores de nitrdgeno, para

proteger a la nitrogenasa de la inactivacidn por 02 (59).

En el caso de B. cereus, cuando se anade KCN 0.1mM a un cultivo,
durante el inicio de la esporulacidn y poco antes del final del estado
III (etapa formativa de la endospora) resulta en un bloqueo del proce-
so morfogenético (resultados no mostrados), en cambio, el KCN no blo-

quea la esporulacidn durante la etapa de maduracidn de la espora (edo.



IV e¢n adelante). La etapa formativa se caracteriza por una intciasa ac-—
tividad metabdlica y por tanto una gran demanda de energia (18). Cuan-
do se analiza la sensibilidad de la respiracidén enddgena al CN (no ce

muestra) el consumo de O2 no se inhibe en mis de un 257% para ambas eta-

pas.

Lo anterior sugiere que la via cianuro-sensible es determinante en
la etapa formativ; de la espora probablemente, porque su utilizacidén
preferencial estd asociada a una mayor eficiencia en la conservacidn de
energla.  Aunque esta interpretacidn es atractiva, no hay que descartar
la posibilidad de que el CN~ pudiera estar bloqueando alglin otro proce-
so sensible (diferente a respiracidn), caracteristico e indispensable de
la etapa formativa de la espora. Para poder descifrar esta posibilidad
seria deseable contar con mutantes deficientes en uno o mis componentes

de la via sensible a CN, y analizar en ellos, su capacidad para esporu-

lar.

Con la evidencia que hemos reunido hasta el momento podemos propo-
ner un nuevo esquema de composicidn y organizacidén para el Sistema Res-
piratorio de B. cereus y, considerar algunas variaciones de este esque-

ma b3sico (figura 16A) bajo diferentes condiciones de cultivo.

El esquema 16A representa la composicidn y organizacidén del SR que
se tiene durante el crecimiento vegetativo y esporulacidén en condiciones

aerobias y con una fuente de carbono de rapida utilizacidn.

El sistema puede ser alimentado con NADH o succinato, pero el pri-

mero es con mucho, mejor sustrato (flecha sdlida). La respiracidn cia-



nuro-sensible os derivada a partir del citocromo b555 con los citacronos
Cssg ¥ 2dgs micntras que la respiracidn CN--resistente podria depender de
dos vias; la primera formada por b555 y oy la segunda con b... y a..
555 2
Entre el citocromo b555 y el a, todavia podria existir otro citocromo de
tipo b, el b559, el cual ha sido identificado como intcrmediario para a,
en todos los sistemas bacterianos donde se ha confirmado la existencia
de la oxidasa a, (22, 27, 35, 47, 59). Personalmente considero que para
B. cereus aln no hemos resuelto el complejo pico de citocromos del tipo

b en todos sus componentes.

Las células vegetativas y esporulantes poseen el mismo sistema res-—
piratorio, solo que en el caso de estas Gltimas, la concentracidn de sus
componentes y las actividades derivadas de ellas se encuentran considera

blemente incrementadas.

En el caso de crecimiento lento en casaminoécido§ y condiciones ae-
robias, este esquema solo seria modificado en lo cuantitativo, ya que la
concentracidn de a, se eleva considerablemente y por otro lado tenemos
que al no haber fucntes de carbono fermentable serd nccesario una mayor
actividad del sistema respiratorio durante el crecimiento vegetativo y

por tanto la concentracidn de citocromos en general y actividad de oxi-

dorreductasas se elevard para hacer frente a esta demanda.

Para el crecimiento microaerofilico se propone el esquema 16B don-
de tenemos que la via sensible al cianuro (c550 y aa3) ha casi desapare
cido, siendo sustituida, en apariencia, por una mayor concentracidn y

actividad de los componentes de la respiracidén CN-insensible, especial-
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Fig. 16: Esquema propuesto para la composicidn y organizacidn

del sistema respiratorio de Bacillus cereus. Efecto de la tensién

de oxigeno sobre la expresidn del sistema.



mente a,.
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Para el crecimiento anacrdbico se propone el esquema 16C donde los
citocromos Cg50r 333 Y 3y han desaparecido y eutonces la respiracidn co
rre a cargo de una reductasa terminal, que serd inducida por la anaero-
biosis y su sustrato aceptor de electrones, por ejemplo, el nitrato in-
ducirad nitrato reductasa. Aunque no hemos confirmado la presencia de
nitrato reductasé.en nuestras condiciones de cultivo, se sabe que los

cultivos anaerdbicos de B. cereus producen nitrito a partir de nitrato

(46).



PUERYi"=C 1 VAS

Piinso que la investigacidn aqul deserita ha permitido Llegir a
tener vna wejor comprensila de los sistemas respiratorios complejos de
las bacterias espuroformaderss, su composicidn, organizacidn, regula-
cidn y papel gee juegan cn sporogliesis, sin embirge, queda micho

por investigar:

1.~ La composicidn doda en el esquema 16A es 1a minima, debido a
que la zona del espectro 540-570nm correspondiente a los miximos de
¢vsorbencia para los citocreiws de tipo by ¢ es muy compleja 'y resul
ta diffcil resolverle cn sus componentes individuales. Para completar
el inventario de citocromos se puede intentar lo siguiente: a) Resol-
ver la zona compleja del espectro (sector b-c) aplicando la técnica de
andlisis numérico (andlisis diferencial de cuarto orden) que se ha uti
lizado con &xito para resolver los picos miltiples (5 citocromos) de
citocromo b en E. coli :8a, 49a). En este anilisis podriamos utilizar
células crecidas en las condiciones que sabemos, producen diferente
expresion del SR. b) Solubilizar los citocromos con acctona dcida, se
parando a los del tipoc (hemos unido covalentemente) de los tipo b (he
mos asociado por enlaces secundarios). Preparar los hemocromos de pi-
ridina y analizar su espectro reducido por ditionita. La resolucidn
de los picos es mejor en los hemocromos de piridina que en sus corres-
pondientes holocitocromos membranales. Los citocromos de tipo c tam-
bién podrian ser identificados en electroforesis en el gel de acrilami
da por medio de su reaccidn crdmica con derivados de la bencidina (37).

Esto nos dirfa si hay un solo tipo de ¢ (c550) o también, si existe el



c que ha sido descrito para B. subtilis (40).

554
2. Como he cementado a lo largo de la dizrusidn, serfa Jde rin
ayuda a nuestvos pruycetos, el couwcar con pntantes respiratoric-deii-
cientes, TIniciclmente hemos cnfocado nucestro esfuerzo a la obtencidn
de nwtantes deficicntes en eit 44 y/o cit e. Ta estyategia expoerimen
tal disefada se basa en la reaccidn con el 'IMPDH2, compuesto que dona
electrones especificamentc al citocromo c¢. La oxidacidén va acompana-
da por un vire de color (leuco a morado). Asi las colonias carentes
de actividad de citocrcmo ¢ oxidasa podran ser di-~ringuidas por que
no se tirien de morado. Hemos montado la técnica y después de mutage-
njzar con nitrosogusnidina, aislawos hasta 20 colunias hlancas. TPron
to comenzaremos a hacer su caracterizacidn espectral. Para aislar mu
tantes deficientes en Ja via cianuro-sensible se podrfa intentar apli
car la técnica de trifeniltetrazolio (colorante redox) utilizada en

la deteccidn de mutantes "petit" en levadura. La reaccidn deberd ser

hecha en presencia de cianuro.

Considero que si logramos aislar wutantes especificos en las vias
sensible y no sensible a CN, entonces se abrira todo un horizonte de
trabajo para nuestro laboraturio, pues permitiri ver en ausencia de
"trucos experimentales", la composicifn y secuencia de cada via, la
caracterizacidn cinédtica de las oxidasas terminales y el papel de las

vias durante la esporulacidn.

3.~ Definir la composicién y organizacidn del SR de la endospora

y célula madre. Los resultados de la presente Tesis describen el SR



1

et 2 - - TS | > s
douna prepavacion momhronal cosstitoida principalmente por o )

dir 1la célula indre pero significativanente contaminada con membre  de
endospora (ver resultados). DNado que los 2 compartimentos estdn expues
fos a diferente tensidn de oxTgeno y probablemente a diferente disponi-
hilidad de sustratos, es justificado esperar diferencias en sus SR. e
mos hecho una modificacidon a Ta té@cnica de Andreoli et al. (1) que ros
permite separar y purificar las membranas de la célula madre y endospo-
ra inmadura en wucho menor Liewpo que la técnica original. Nuestro and
lisis espectral (preliminar) no refleja diferencias en composicidn, sal
VO por una aparente mayor concentracidn de citocromos b en la endospora.
Sin embargo desde el punto de vista ciné&tico hemos encontrado grandes
diferencias en la capacidad del NADH jara reducir los citocromos de la
via sensible. Mientras que en la cé&lula madre, el NADH evoca niveles

de reduccidn cercanos a ditionita, en la endospora, el NADH apenas y re
duce los citocromos de la via CN-sensible (cit. c y aa3). Aparentemen-
te la diferencia se debe a un flujo incrementado de electrones por la
via no sensible en la endospora ya que cinéticamente la NADH~deshidroge
nasa y oxidasa no difieren significativamente en los 2 coupactimentos
ni tampoco, la reactividad de cit c vy aaq hacia asc + TMPD. La expli-

s

cacidn de esta diferencia cinética es actualmente materia de estudio.

4.- Como se comentd en la Discusidn, es necesario definir cuales
son las oxidasas funcionales de B. cereus. Esto se hard practicando los

espectros fotoquimicos de accidn para respiracidn inhibida por CO.

5.~ Relacidn entre la composicidn de citocromos y la eficiencia pa-

ra formar gradientes de H*. Sabemos que bajo ciertas condiciones de cul



tivo podesos manipul .r la concentracion relativa de citocromos, .o -
cialmeate oxidasas terminales y taubién, es posible que llegucmos a
contar con mutantes deficicnles en una y otra vf;; entonces podrioius
aprovechar estas diferencias en la expresién del SR para intentar avz
riguar qué efccto tiene la couposicidn de citocromos sobre la eficicn
cia para formar gradicates protdn-motriz. Se podria utilizar las cé-
lulas integras o mejor alin, sus vesiculas.

. -+

6.- Sistema Respiratorio de la Esporulacidn Microciclica. Un mo
delo experimental muy interesante que se pucde explotar cs el de la
esporulacidn Microciclica que consiste en hacer que la célula vegeta-
tiva primaria vuelva a entrar en un ciclo de esporulacién sin cursar
por crecimiento logaritmico. Esto se logra por manipulacién en la com
posicidon de los medios de cultivo. Lo importante para nuecstros obje-
tivos de estudio es que partiendo de una espora con un SR en su mini-
ma expresidn entrariamos directamente a morfogénesis sin interferencia

de la expresidn durante el crecimiento logaritmico.

En suma, los rumbos que puede tomar nuestra investigacidn sobre
Sistema Respiratorio de Bacterias Esporoformadoras son amplios, pues
- d e
como se comentd en el capitulo de Introduccidn, apenas comenzamos a co
nocer sobre su composicidn y organizacidén y queda mucho por realizar
sobre su regulacidn. Quizds nuestra investigacidn pudiera llegar a ha
cer contribuciones importantes sobre los aspectos bioenergéticos de un

tema apasionante en Biologia: La Criptobiosis.
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