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RESUMEN

La esporulaci6n bacteriana es un modelo para el estudio de la
diferenciacién celular a nivel biogquimico. Durante la esporogénesis se dan
cambios en las formas de utilizacién de la energfa que afectan a las enzimas que
forman parte del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos y a las enzimas que
componen el sistema respiratorio. En Bacillus cereus, el sistema respiratorio
presenta dos tipos comprobados de oxidasas terminales: la citocromo oxidasa
aa3 y la citocromo oxidasa caa3; esta dltima se expresa dnicamente durante la

. esporulacién o el crecimiento en medios de cultivo no fermentables. Por tal
razén, el estudio del patrén de expresidn diferencial de las citocromo oxidasas
en esta bacteria resulta de grin interés; sin embargo, hasta el momento se
desconoce el arreglo, la secuencia y la organizacion trasncripcional de los
genes que codifican para estas enzimas en B. cereus.

Con el propdsito de iniciar la bisqueda del gen para la subunidad II de la
citocromo oxidasa (ctaC) en B. cereus, se construyé una secuencia consenso
total para la subunidad II de las citocromo oxidasas bacterianas, COXII CS, a
partir del alineamiento de las secuencias que se obtuvieron en los bancos de
datos y en la literatura. Dicha secuencia se analizé mediante el uso de programas
de computadora, lo que permitié la elaboracién de un modelo bidimensional para
Ja misma. Por otra parte, se detectaron las regiones méis conservadas en la
COXIl CS y se utilizaron en el disefio de oligonucledtidos para la amplificacién
por PCR de un fragmento de 310 pb del gen ctaC.



L. INTRODUCCION

La diferenciacién celular es un fenémeno fundamental de la vida que adn
queda por entender. La biologfa dedica gran parte de sus esfuerzos a estudiar este
fenémeno en distintos niveles de complejidad, bajo enfoques variados y utilizando
para ello modelos diversos. Uno de estos modelos es 1a célula procariética.

Las bacterias son capaces de cambiar su forma, su tamaiio, sus compc
estructurales y, en suma, su fisiologfa, en respuesta a los cambios del ambiente.
Cuando una célula modifica su forma y su funcién para dar lugar a otro tipo celular,
pero conserva la misma informacién genética, se dice que llevd a cabo un
proceso de diferenciacién celular. De este modo las bacterias muestran
diferenciacién como parte de su ciclo de vida. La c€lula diferenciada puede
especializarse para sobrevivir en un ambiente hostil, como es el caso de la
formaci6n de esporas (Parish, 1979).

Una espora es una estructura de resistencia que asegura a varios géneros de
bacterias su permanencia en el ambiente. Se conocen estructuras de resistencia en
todos los reinos, y en particular las esporas se han encontrando en algunos de ellos
(Strickberger 1990). Hay ocho géneros de bacterias que presentan esporas, entre
ellos 195 mds conocidos son Bacillus, Clostridium y Sporosarcina (Parish 1979).

Las endosporas bacterianas son formas resistentes que no se dividen
soportan la desecacién, pHs extremos, temperaturas elevadas y otras condiciones
adversas.

Ahora bien, Ia esporulacién bacteriana es, sin lugar a dudas, un fenémeno de
diferenciaci6n celular, y como tal es un buen modelo para el estudio de la misma.
En este sentido, y al tomar en cuenta el principio de la unidad de los seres vivos
de Kluyver y Van Niel (Kluyver y Van Niel, 1956) se puede pensar que los procesos
morfogenéticos que se estudien con este modelo se pueden extrapolar a los
organismos mds complejos.

Halvorson en 1962 enuncié que: "La esporulacién bacteriana provee un
sistema modelo microbiano para el estudio de la diferenciacién a nivel bioqufmico”
(revisado en Parish, 1979).

Durante la esporulaci6n bacteriana suceden cambios morfofisiolégicos muy
importantes, que van acompaiiados por cambios en la expresién de los genes.
Actualmente se han logrado describir algunos de los procesos que permiten la
expresién diferencial de la informaci6n genética (Chambliss 1979).

De entre los cambios que se presentan durante la esporogénesis, destacan
los referentes a las formas de utilizacién de la energfa, que tienen que ver en
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particular con las enzimas del ciclo de los dcidos tricarboxflicos (Carls y Hanson,
1971), con la utilizacién de caminos aerobios y anaerobios, y con la composicién de
las enzimas de la cadena respiratoria (Escamilla et al, 1985).

La fosforilaci6én oxidativa es ‘el proceso en el cual se sintetiza ATP con Ia
energfa deribada de la tansferencia de electrones desde el NADH o el FADH2 hacia
el oxigeno molecular mediante una serie de acarreadores que en su conjunto reciben
el nombre de cadena de transporte de electrones o cadena respiratoria. EI NADH y
el FADH? son las moléculas donadoras de electrones que se forman en el ciclo de

- Krebs, que es la vfa final para la oxidacién de las moléculas combustibles en a
célula, como son los diversos carbohidratos.

Los sistemas respiratorios bacterianos son considerablemente mis complejos
que los mitocondriales, pues en los primeros, la cadena de trasnporte de electrénes
se ramifica en diferentes oxidasas terminales; en cambio, la mitocondria posee una
cadena lineal (Santana et al, 1992). Entre las miiltiples oxidasas terminales que
presentan las bacterias se encuentran las de los tipos: aa3, caa3, d y o, las cuales
difieren en su afinidad por el ox{geno y su sensibilidad al cianuro (Escamilla, 1987).
Por otro lado, las cadenas respiratorias bacterianas pueden utilizar un gran niimero
de aceptores alternos ademds del oxfgeno, como son el nitrato, nitrito, sulfato y
fumarato; mientras que en la mitocondria el aceptor final es el ox{geno.

Dicha complejidad se puede relacionar con la capacidad de las bacterias para

~ responder a la disponibilidad de las fuentes de energfa; de.esta manera, no se puede
hablar de un sistema tnico, pues existen variaciones en la composicién,
organizacion y regulacién en cada especie. Adem4s los' genes responsables de los
componentes redox o enzimdticos de estos sistemas pueden ser constitutivos o
estar sujetos a induccién y represién de acuerdo a las condiciones ambientales. Por
ejemplo, Escherichia coli presenta dos tipos alternativos de citocromo oxidasa: la
del tipo o que es la enzima predominante cuando la concentracion de oxigeno en el
medio es alta; y la del tipo & que se presenta en condiciones microaerofflicas
(Cotter et al, 1990).

Los componentes de los sistemas respiratorios bacterianos son
esencialmente del mismo tipo que los presentes en las mitocondrias: los
acarreadores son flavoprotefnas, protefnas ferrosulfuradas, quinonas, citocromos y
citocromo oxidasas terminales (Harold, 1986), aunque es comdn que el mimero de
subunidades que componen a las enzimas respiratorias bacterianas sea menor que
en las ritocondriales.

Las enzimas de la cadena de transporte de electrones se anclan a 1a membrana
plasmética de las células procasiéticas, Su papel no solo consiste en la transferencia
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de electrones desde los sustratos oxidables hasta el 09, sino también en la
generacién de una fuerza protonmotriz que es necesaria para la sintesis de ATP.

La cadena de transporte de electrones consiste bisicamente de tres complejes
enziméticos: La NADH-Q reductasa, la citocromo reductasa y la citocromo oxidasa.
La principal fuente de electrénes de la cadena es el NADH; ya que dona un par de
electrones al grupo prostético FMN (flavin mononucleétido) de la NADH-Q
reductasa, el cual a su vez los hace pasar por una serie de sitios Fe-S de la misma
enzima. De esta forma los electrones se transportan hacia la quinona (Q), un
acarreador de electrones no protéico, que es mévil dentro de la membrana. La forma
reducida de este intermediario QH2 se 1lama quinol. En este punto los electrones
también pueden provenir del FADH» el cual se produce por la oxidacién del
succinato a fumarato, por la enzima succinato deshidrogenasa, que es parte del
complejo succinato Q reductasa. Este complejo también estd presente en la
membrana interna de la mitocondria.

Los electrones fluyen desde el quinol hacia el citocromo ¢ a través de la
citocromo reductasa, proceso que también estd acoplado a la translocacién de
protones. La citocromo reductasa es una enzima que contiene tres subunidades, dos
de las cuales son citocromos. Las subunidades son: el citocromo b, el citocromo ¢l
y una ferrosulfoproteina (Fe-S), que juntos conforman la unidad funcional mfnima
de la enzima, ademds de otras cadenas polipeptidicas accesorias que no participan
en la catalisis, pero que son importantes para el arreglo y estabilidad del complejo.
El QH2 cede uno de sus electrones a la Fe-S del complejo, que a su vez lo cede al
citocromo g libre. En esta transferencia el ubiquinol queda en forma de semiquinona.
es decir, con un solo electrén (QH1). El citocromo b de la enzima se encarga de
formar una molécula de ubiquinol a partir de dos semiquinonas, lo cual completa el
ciclo (figura 1).

El dltimo de los complejos enziméticos es el de la citocromo oxidasa, que
cataliza la transferencia de electrones del citocromo ¢ libre hacia el oxigeno, y es
ademd4s, el dltimo punto acoplado a 1la expulsién de protones. Los electrones del
citocromo ¢ pasan a la citocromo oxidasa ga3 donde el Op se reduce hacia dos
moléculas de HpO.



NADH NAD+ 0, Ha20

NADH-Q reductasa ' Citocromo oxidasa (aa3)
Y
Quinona Citocremo c

Citocromo reductasa (bc1)

Figura 1. Ejemplo de la cadena de transporte de electrones en bacterias aerobias, Las
flechas indican el flujo de los electrones.

Las enzimas terminales de la cadena respiratoria, se han dividieron
recientemente en dos grupos principales con base en su reductor inmediato: las de
la clase I, donde el donador de electrones es el citocromo ¢, se denominan citocromo
¢ oxidasas, y las de la clase I, cuyos donadores de elecrones son quinoles, se llaman
quinol oxidasas (Anraku, 1988). Estas ultimas se presentan solo en bacterias.

Los citocromos son hemoprotefnas propias de la cadena respiratoria. Las
hemoportefnas presentan como grupo prostético un anillo de protoporfirina con un
dtomo de fierro (Fell) que oscila entre el estado reducido, Fe3+ y el estado oxidado,
Fe 2+., Con base en los sustituyentes de las posiciones: Cg, C4, C5 Y Cg del anillo
de porfirina, los grupos hemo se clasifican en varios tipos: hemo A que contiene un
grupo hidroxietil farnesil en la posicién C3 y un grupo formil en la Cg; hemo B que
contiene un grupo vinil en C9 y un metil en Cg; hemo C, 0 mesohemo, que est4
unido de manera covalente a la protefna a través de puentes tioeter con las cadenas
laterales de los residuos de cistefna en la protefna; y hemo D, que es una
dihidroporfirina (Jones, 1985). El hemo O es esencialmente un hemo B en el que el
grupo vinil en C2 se sustituye por una cadena hidroxietil farnesil, lo que indica que
el hemo O es solo un intermediario en la sintesis del hemo B (Svensson et al,
1993).

Los citocromos se clasifican de acuerdo al tipo de hemo que contienen
(figura 2). Los del tipo a presentan un hemo A, e incluyen a las citocromo oxidasas
del tipo a! y aald; los del tipo b incluyen varios citocromos b, a la citocromo
oxidasa . y a los citocromos P-450 y P-460, en los cuales hay un grupo hemo B;
los citocromos del grupo b participan en las cadenas respiratorias aerobias y
anaerGbias; incluyendo las de bacterias metandgenas y reductoras de sulfatos, asf
como las de anaerobios fermentativos.
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Figura 2. Representacidn det grupo hemo, Los tipes de hemo en los citocromos
bacterianos se definen por los sustituyentes presentes en la periferia del grupo

prostético. {Tomado de Jones y Poole 1985).
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En los citocromos del tipo ¢ se encuentra un hemo C o mesohemo; el cual se
une covalentemente a la proteina por medio de dos puentes tioeter en las posiciones
C-2 y C-4. Este grupo incluye a los citocromos del tipo ¢, ¢2, ¢3, ¢4, ¢', €550, ¢551,
y £333; Finalmente los del tipo d contienen un hemeo d, dihidroporfirina, y agrupan a
la citocromo oxidasa d y al citocromo ¢d1. Los citocromos ¢, son esenciales para la
respiracion aerdbica y para la conservacién de energfa que se asocia a este proceso.
Encontramos citocromos ¢ en casi todos los géneros de bacterias, con la excepcion
de algunas como Pseudomonas syringae, y Salmonella que al parecer transfieren los
electrones directamente del sistema quinona-citocromo b hacia la citocromo oxidasa.

Bajo condiciones aerébicas, las cadenas respiratorias de las bacterias
quimioheterétrofas, quimiolitétroficas y fototr6ficas facultativas, contienen varios
citocromos b. dos o més citocromos ¢ y por Io menos una citocromo oxidasas,

Las citocromo oxidasas bacterianas del tipo aa3 se relacionan estrechamente
con las citocromo oxidasas mitocondriales en cuanto a su funcionamiento; éstas, y
Tas oxidasas bacterianas que contienen hemos O, son miembros de la superfamilia
de las oxidasas con un centro binuclear formado por hemo y cobre. En general las
enzimas bacterianas tienen tres subunidades que son estructuralmente anilogas a las
tres subunidades mayores de las oxidasas mitocondriales, ambas presentan espectros
reducido-oxidado caracterfsticos con picos a los 440 y 600 nm. Contienen dos
grupos hemo a y a3; los cuales aunque son quimicamente idénticos, tienen
diferentes propiedades debido a su localizacién en distintos ambientes quimicos de
la protefna; ademds presentan dos o mds 4tomos de cobre. Las enzimas
mitocondriales contienen también atomos de Mg2+y ZnZ+. Al parecer ambas tipos
de oxidasas, mitocondrial y bacteriana, tienen capacidad para translocar protones a
través de la membrana.

Con base en el anélisis comparativo de las vias metabélicas de varios grupos
de bacterias. se ha conclutdo que las mitocondrias provienen de la subdivisidn o de
las bacterias purpura fotosintéticas, al que pertenecen Paracoccus, Rhodobacter y
Rhodopseudomonas (3hon, 1987). A pesar de la simplicidad estructural de la
citocromo oxidasa de Paracoccus, se le relaciona funcionalmente con la enzima
mitocondrial. tanto en sus propiedades oxidativas como en la translocacién de
protones.

La oxidasa aa3 se distribuye ampliamente entre todas las bacterias aer6bicas
que contienen también citocromo 9. La expresién de las oxidasas se regula
frecuentemente por la concentracién de O3 en el medio. En varias especics cuando
hay bajos niveles de O3 la citocromo oxidasa g reemplaza a la ga3. (Jones y Poole
1985).




A continuacién se describen brevemente las caracterfsticas de varias
citocromo oxidasas 323 en algunas especies bacterianas,

Paracocus denitrificans, Cuando se crece en altas concentraciones de Q2 en
este microorganismo se expresa una cadena de transporte de electrones muy similar
a la mitocondrial; debido a ello se piensa que este organismo puede estar
estrechamente relacionado con el posible ancestro de la mitocondria (John, 1987).
De las tres subunidades que componen a la enzima minima funcional, las dos mis
grandes, | y Il son sorprendentemente similares. Si dichas subunidades se aislan
juntas, ya sea a partir de Ia mitocondria o de la bacteria, conservan la capacidad para
translocar protonies; esta capacidad se acrecenta cuando se une la subunidad I
(Saraste et al, 1986). Sc han hecho andlisis de las secuencias de aminodcidos a partir
de las secuencias de nucledtidos para predecir, en cierto moda, el arreglo de las
subunidades en la membrana (Holm et al. 1987); con ellos se han construido
modelos que facilitan el estudio detallado del proceso de transporte de electrones.

La bacteria termofilica Bacillus PS3 presenta una citocromo oxidasa aa3 que
consiste de tres subunidades: I, H y IIL. Contiene dos hemos A, un hemo C y dos
dtomos de cobre. El hemo C se encuentra fuertemente unido a la subunidad II. Las
oxidasas de este tipo, que tienen a un citocomo ¢ asociado se conocen como
citocromo oxidasas caa3. Esta enzima es capaz de oxidar a los citocromos c-551 de
la misma PS3, el cttocromo ¢-552 de Thermus thermophillus, y con menor afinidad
a los citocromos ¢ de la levadura y del caballo; esta actividad se puede inhibir con
cianuro o azida. Ademds tiene capacidad de translocar protones (Garcfa-Horsman et
al. 1991).

Thermus thermophillus. En esta especie terméfila se presenta una citocromo
oxidasa del tipo caa3. La enzima consta de dos subunidades: la grande de 55 KDa y
la pequeiia de 33 KDa, hom6logas a las subunidades I y II, respectivamente, de otras
oxidasas bacterianas. Al igual que otras oxidasas del tipo aa3, esta enzima contiene
a los hemos a y a3, y a los dtomos de cobre CuA y CuB. En este caso también se ha
demostrado su funcién como bomba de protones acoplada a un potencial redox.
Como resultado dei andlisis de la secuencia de nuclestidos del gen, y de
aminodcidos de la proteina, se sabe que la citocromo oxidasa ¢aal de Thermus
thermophillus es el resultado de la fusién de la subunidad II de una citocromo
oxidasa ga3 con un citocrome c tipico, que puede considerarse como la unién de Ia
enzima con su substrato (Mather et al 1991), La misma fusidn del citocromo ¢ se
puede encontrar en otras citocromo oxidasas caad como las de PS3 o de Bacillus
subtilis.

Bacillus subtilis presenta dos tipos de oxidasas terminales: una aal y otra
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caad (Saraste et al 1991). Ambas enzimas contienen dos hemos A y dos dtomos de
cobre, A y B, y presentan capacidad de translocar protones. La oxidasa ¢aa3 tiene
ademds un citocromo ¢ unido covalentemente a la enzima aa3, de la misma forma
que en otras bacterias terméfilas! De esta enzima se conoce con cierto detalle la
organizacién de los genes que la codifican, asi como su secuencia y otras
propiedades espectroscépicas.

En Rhodobacter sphaeroides también se han secuenciado los genes que
codifican para las tres subunidades, de 45, 37 y 35 KDa, que la componen,
(Shapleigh y Gennis 1991). Contiene los grupos hemos caracterfsticos de la
citocromo oxidasa aa3, y los dos sitios de unién al cobre que son propios de este
grupo de oxidasas y presenta también la capacidad para translocar protones. Los
andlisis de la secuencia de nucledtidos muestran que se trata de una citocromo
oxidasa ga3. :

Bacillus cereus también presenta dos tipos de oxidasas terminales que se
expresan diferencialmente en la etapa vegetativa y en la esporulacién. La oxidasa
aa3 estd presente durante todo el ciclo de vida, pero predomina durante la etapa
végetativa, mientras que la enzima caad es exclusiva de la etapa de esporulacién. La
subunidad IT de la enzima caa3 tiene un peso molecular aproximado de 37 KDa,
osea, 7 KDa mayor al de la subundad II de la ga3. La diferencia en peso se debe al
dominio para el citocromo ¢.

Se han caracterizado bioqufmicamente las citocromo oxidasas ga3 de muchas
otras especies como: Pseudomonas sp cepa AMI, Nitrobacter agilis, Nitrosomonas
europaea, Bacillus stearothermophillus, Halobacterium halobium, Erytrobacter
longus, Anabaena variablilis, y Bradyrhizobium japonicum entre otros (Garcfa-
Horsman y Escamifla, 1990).

Ya se dijo que algunas especies bacterianas poseen un tipo de citocromo aa3
unido covalentemente a un citocromo del tipo ¢, sin embargo cabe resaltar el hecho
de que los primeros que sé describieron se encontraron en bacterias terméfilas como
Thermus thermophilus, Bacillus stearothermophilus y Bacillus PS3. En 1991 se
describieron casi simultdneamente dos citocromo oxidasas del tipo caal en Bacillus
subtilis (Saraste et al, 1991) y en Bacillus cereus (Garcfa-Horsman et al, 1991), es
curioso que estas especies no son termoéfilas, pero presentan ambos tipos de
oxidasas: 2a3 y gaal.

) Como ya se mencion6, B subtilis y B cereus pueden sintetizar dos oxidasas

terminales que contienen hemo A, Ia ga3 y la caa3 (van der Oost et al, 1991). Se

plantea que en B subtilis 1a enzima 2a3 es un a quinol oxidasa, pues presenta poca

actividad con varios citocromos ¢, pero si cataliza la oxidacién de quinoles
9



(Laureaus et al, 1991). En contraste, el citocromo aa3 de B. cereuy tiene una clara
actividad de citocromo oxidasa (Garcfa-Horsman et al, 1991). No obstante una
preparacién de citocromo a3 de la cepa W23 de B subrilis mostr6 actividad de
citocromo ¢ oxidasa, presentando afinidad por citocromo ¢ de caballo y de levadura
(De Vrij y Konnings, 1987). Aunque una preparacién similar de la enzima aa3, pero
con dos subunidades, no mostré actividad de citocromo oxidasa y, en cambio, pudo
oxidar quinoles artificiales (Lauraeus ¢t al, 1991). Recientemente se esclareci6 el
arreglo de los genes para ambas enzimas en B. subtilis: el operon cta-ABCDEF que
codifica para la citocromo oxidasa cga3 (Saraste et al, 1991), y qox-ABCD, quinol
oxidasa, que codifica para aa3 (Santana et al, 1992). Ambos operones son similares
en cuanto al arreglo y secuencia, pero los residuos responsables de l1a unién del CuA
en la subunidad II de caa3, no estdn presentes en la secuencia de la subunidad 11 de
aa3 en B subtilis (Wachenfeldt y Hederstedt, 1992).

Hasta la fecha se desconoce la importancia fisiolégica de las isoformas de la
citocromo oxidasa en Bacillus. Se cree que la presencia de un dominio para el hemo
C en la citocromo oxidasa, puede ser una forma de evitar que el citocromo c libre se
pierda durante !a translocaci6n a través de la membrana, debido a la carencia de un
espacio peripldsmico en las bacterias Gram positivas (Wachenfeldt y Hederstedt,
1992)., Sin embargo dado que este tipo de enzimas también estid presente cn
bacterias terméfilas Gram negativas, se han propuesto algunas otras explicaciones;
um de ellas plantea que la mayor termoestabilidad del citocromo cag3 presenta
ventajas adaptativas durante el proceso de esporulacién.

Hasta el momento se desconoce el arreglo de los genes que codifican para fa
sfntesis de ambas enzimas en el cromosoma bacteriano. asf como también la
relacién con las etapas de induccién o regulacién de la esporulacién, y su
organizacidn transcripcional; sin cmbargo es posible que la subunidad I sea idéntica
para los citocromos 2a3 y caa3, y que tenga promotores distintos para la expresitn
durante el crecimiento vegetativo, o durante la esporulacién. Esto mismo se puede
plantear para la subunidad II; aunque los loci que codifican para los citocormos caad
y aa3 se localicen en operones separados.

Este patrén de expresion diferencial de las citocromo oxidasas en B cereus, en
particular de la ¢aa3, de acuerdo al estado de desarrollo de la bacteria, y en relacién
a la esporulaci6n, hace que el andlisis genético del mismo, sea de interés; y que el
esclarecimiento de los mecanismos de regulacién de la expresién genética que lo
hacen posible se vuelva muy importante en el entendimiento de los procesos de
diferenciacién celular.



A lo largo de esta introduccién, se ha hecho énfasis en la esporulacién
bacteriana como modelo para el estudio de la diferenciacién celular a nivel
bioquimico. Ello ‘brinda el marco tedrico en el que se incluye el estudio de la
cadena respiratoria bacteriana, y en particular, el estudio de las citocromo oxidasas.
El presente trabajo se centra en ¢l andlisis de secuencias, que en la actualidad es una
herramienta muy poderosa en la bisqueda de las relaciones filogenéticas entre los
organismos y, ms aiin, es la base de una gran variedad de anilisis genéticos.

En el intento por presentar de forma clara los antecedentes de este trabajo y su
marco teérico, se han omitido varios detalles que pueden servir al lector para
entender mejor algunas ideas. Es por eso que a continuacién se incluyen algunos
apartados, en espera de agregar informacidn ttil a este trabajo.

I.1 LA ESPORULACION BACTERIANA

Hace mids de un siglo que Ferdinand Cohn y Robert Koch descubrieron las
oligoas endosporas bacterianas. Con el paso del tiempo otros investigadores como
Pasteur, Adamson y Berliner, se encargaron de ampliar el catdlogo de especies
bacterianas que son capaces de esporular. Hoy se conoce mucho mds sobre la
ultraestructura y la composicion quimica de las esporas.

Es hasta la década de los 1950 cuando se instrumenta la microscopia electrénica
y se desarrollaron los métodos para sincronizar el crecimiento de los cultivos
bacterianos, que fue posible ampliar la informacién acerca del desarrollo de la espora,
sobre todo en lo referente a la secuencia de cambios bioquimicos.

Al seguir las etapas de crecimiento de un cultivo de bacterias en sincronia se
distinguen tres etapas. La fase lag. durante la cual no se observa un aumento en la
poblaci6n del cultivo. La fase de crecimiento exponencial, o fase logarftmica (conocida
como log), donde el tamaiio de la poblacién aumenta rdpidamente debido a la
abundancia de nutrientes en el medio de cultivo. Una vez que los nutrientes se han
agotado la tasa de crecimiento va en descenso, hasta que el crecimento es nulo; a
partir de este momento el tamaiio de la poblacién permanece constante, y se conoce
como fase estacionaria (figura 3). La falta de C, N, y P inducen respuestas celulares
que preparan a las células para sobrevivir a un periodo donde los nutrientes no estardn
disponibles.

Una de las oligoas respuestas que se dan en la fase estacionaria temprana es la
formacidn del flagelo, lo cual capacita a la célula para la quimiotaxis. Otra respuesta ¢s
la desrepresién de genes para enzimas intracelulares, como las enzimas del ciclo del
acido tricarboxilico, y enzimas extracelulares como proteasas, amilasas, nucleasas o
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fosfatasas, asf como otras enzimas que se relacionan con la utilizacién de fuentes de
carbono.

Al considezar esta curva de crecimiento se pueden definir los tiempos para cada
etapa, en cada especie o cepa en particular. La posibilidad de marcar en el tiempo
los fenémenos fisiolégicos o los cambios morfolSgicos, dio como resultado la
descripcién detallada del proceso de esporulacién en algunas especies, particularmente
en Bacillus subitilis (Young y Mandelstam 1979).

Dado que la formacién de esporas es una respuesta a los cambios del
ambiente, es ficil imaginar que la escasez de nutrientes en el medio de cultivo es
una forma de inducir la esporulacién en el laboratorio, Las células en fase
estacionaria que se someten a este "ayuno" comienzan el proceso de esporulacién
que se puede seguir desde el momento en que el crecimiento deja de ser exponencial,
llamado t0, y a partir de entonces se asignan los nombres de ti, (2, t3 etc, a los
periodos de cada hora después de t0 (Young and Maldestam 1979).

LAS ETAPAS DE LA ESPORULACION

En la célula vegetativa, en crecimiento exponencial, justo antes de comenzar la
fase estacionaria se observan dos cuerpos compactos en el citoplasma que
corresponden a dos o mds cromosomas en duplicacién, al inicio de la fase estacionaria
los cromosomas se arreglan en un filamento central; un poco de tiempo después el
filamento axial se divide y los cromosomas se dirigen hacia los polos del bacilo.
Enseguida se forma un septo, por la invaginacién de la membrana de forma
semejante a lo que sucede en la divisién celular, que da lugar a dos paquetes
asimétricos. Dicho septo sufre una invaginacién anular; ademis, en este sitio ya se
observan componentes de la pared celular. Posteriormente, la c€lula mayor, o célula
madre envuelve a la pequeiia y se origina un organismo "doble”, donde una célula estd
dentro de otra. El espacio que forman las membranas de la célula madre y la preespora
se considera extracelular para ambas, ya que las membranas estdn dispuestas "cara a
cara”, Después de eso, se forma la corteza, cuya sintesis es dirigida por el cromosoma
de ambas células, a esta etapa se le conoce como fase de “preesporas grises”. La
corteza contintia su desarrollo mientras se depositan protefnas en la superficie de la
membrana externa de 1a preespora, con esto se forma la parte interna de 1a cubierta que
consiste en una estructura multilaminar. La parte externa de la cubierta se deposita
sobre Ja interna. Conforme la cubierta se engrosa, la espora es cada vez més resistente
a los agentes quimicos y al calor. Una vez que se alcanza este estado de resistencia, la
espora se considera madura. Finalmente la espora se libera de la célula madre. Esto
representa el término de la diferenciacién. (ver figura 4 ).
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Flgura 3. Gréfica de crecimiento de un cultivo de bacterids. T0 indica el inicio de
la fase estacionaria, T1 a T8 son tiempos de una hora contados a partir de TO.
Los ntimeros romanos indican las etapas de la esporulacién.

El proceso de esporulacién en Bacillus subtilis se divide en ocho estadios
bisicos: O que representa el momento inmediatamente anterior a} t0; I que vadet0a
tl; HHdetliatl5-ldetl5at3;1Vdetdatd, Vdetdatss VidetS.5at7y
finalmente 1a liberacién de la endospora es el estado VIL.

Los fenémenos de la esporulacién son una secuencia pleiotrépica en la que la
ocurrencia de un cada paso depende de otro previo. Se desconocen los efectores
bioqufmicos de cada estado. Existen ademis otros fenémenos secundarios que no
forman parte de la secuencia principal.

A continuacién se describen brevemente los principales eventos que se asocian
con cada uno de los primeros estados:

En el estado 0, las células son morfoldgicamente iguales a las vegetativas, pero -
se distinguen varios fenotipos que se basan en la aparicién de marcadores bioqufmicos,
tales como el incremento en los niveles de proteasas y citocromos. Ademis de
cambios metabdlicos que se relacionan con las enzimas del ciclo de Krebs, la
NADH oxidasa, citocrontos y menaquinonas.

El estado | se caracteriza por la formacién del septo. Ahf se obsserva una
acumulacién de los precursores de las protefnas de la cubierta y la acumulacién de la
fosfatasa alcalina lo mismo que de la DNAsa extracelular. También ocurre una sfntesis
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asimétrica de la membrana de Ia preespora. Generalmente, el estado I no se usa para
definir un estado morfolégico, por lo que estos sucesos se consideran, en ocasiones,
como parte del estado 0.

Entre los estados II y III se sfntetizan ocho protefnas que se requieren para la
formacion asimétrica del septo y para el engullimiento, y una sitesis asimétrica de los
componentes de la membrana de la preespora.

Durante los estados IV a V, es evidente Ia sfntesis y acumulacién de las SASPs
(Small Acid-Soluble Spore Proteins) y del 3-PGA (dcido 3-fosfoglicérico). Las SASP
son caracterfsticas de estos estados; forman entre el 10 y el 20% de la protefna total de
la espora latente, y se degradan durante la germinaci6n al funcionar como reservorio de
aminodcidos para esta etapa. Se les atribuye una funcién en la resistencia del DNA a la
radiacién ultravioleta.

Los demis estados se conocen pocoy en ellos los marcadores bioquimicos
estdn menos caracterizados, aunque en general se observa la produccién de la
deshidrogenasa de glucosa, la presencia de una catalasa termoresistente, y el
almacenamiento de protefnas de diversa fndole (Young y Mandelstam 1979).

INDUCCION DE LA ESPORULACION

Parece razonable suponer que la esporulacién es una respuesta & la privacién
periédica de nutrientes que ocurre en muchos ecosistemas; de este modo, la
permanencia en el medio depende de la posibilidad de alcanzar un estado de latencia o
letargo. Por otro lado, es importante que la esporulacién se induzca en el momento
adecuado, es decir cuando la concentracién de nutrientes en el medio de crecimiento
disminuya hasta un nivel ctftico, aunque durante el crecimiento exponencial exista una
pequeiia proporcién de células que esporulan. Entonces la induccibn de Ia
esporulacién debe estar controlada por inductores -especificos, que seguramente
actian a nivel genético; no se conoce alin nada acerca de las moléculas que controlan
los operones para la iniciacién, sin embargo existen varias propuestas.

Una de las hip6tesis consiste en pensar que la esporulaci6n es una funcién
represible, y que las altas concentraciones de algunos metabolitos que contienen Cy N
son los represores (Doi, 1989). Algunos otros han propuesto que la glutamina es
el catabolito represor, puesto que varios mutantes que no presentan glutamina sintetasa
no sonh capaces de esporular. i

Desde varios enfoques experimentales se demostré que el inicio de la
esporulacién se afecta por el ambiente nutricional donde se encuentra la célula. Otros
factores son: el estado de replicacién del DNA, el nivel de GTP en la célula, la funcién
de las diferentes holoenzimas de la RNA polimerasa y otros (Doi 1989). La iniciacién
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de la esporulacién, asf como otras respuestas a la privacién de nutrientes, se controlan
por la accién directa o indirecta de los genes de spo0 con la maquinaria de
transcripci6n que incluye a la holoenzima principal de 1a RNA polimerasa (Ec43). Se
postula que cuando los nutrientes decaen, los productos de los genes spo0 responden al
interactuar con las holoenzimas de la RNA polimerasa y disparan la expresién de
genes que tienen que ver con el metabolismo, activan funciones de 1a membrana tales
como la motilidad (formacién del flagelo), sintetizan las enzimas extracelulares
(hidroliticas) y encienden otros genes de esporulacién. El GTP, o sus derivados,
interactdan con los productos de speQ, con la polimerasa y con otras protefnas
regulatorias al actuar como coefector en la represién o en la desrrepresién genética
(Doi 1989).

Con anterioridad se habfan propuesto a los nucledtidos altamente fosforilados.
(HPN) por ejemplo pppAppp, como posibles inductores (Dei 1977). Dado que los
HPN solo se sintetizan durante la esporulacién. Ademds, algunos mutantes para el
HPN IV no pueden esporular y los revertantes recuperan la capacidad de
esporulacién; sin embargo, actualmente se considera que el principal de ellos, el
ppGpp. ejerce influencia, solo por tratarse de un derivado del GTP. También se ha
observado que el ayuno de purinas estimula la esporulacién, aunque lo mismo sucede
con las pirimidinas. Finalmente, atin no es posible saber si el control de la esporulacién
¢s positivo o negativo, y ninguno de los catabolitos propuestos con anterioridad se ha
confirmado como el importante, puesto que la fluctuacién en la concentracién de un
intermediario puede alterar la concentracion de los productos de méis de una via
metabdlica a la vez. Tal es el caso de la concentracién o aporte de glutamina, que al
ser un donador del grupo amino (NH3) puede afectar la concentracién de otros
aminodcidos. purinas y pirimidinas (Chambliss, 1979) .

Las células son sensibles al estfmulo de esporulacién solo en un estado
especifico del ciclo de vida, algunos experimentos sugieren que la esporulacién se
expresa no en la célula que ha sido inducida sino hasta la siguiente generacién. Quizé
el periodo critico para la esporulacién estd determinado por el estado de duplicacién
del cromosoma, pues se requiere sintesis de DNA para que ésta sea posible (Young y
Mandelstam, 1979).

CONTROL GENETICO DE LA ESPORULACION
Al igual que cualquier proceso de diferenciacién, la  esporulacién bacteriana
requiere un enorme nimero de cambios en los patrones de expresién génica que
tienen que ver con los aparatos de transcripcién y de traduccién de la célula. Durante
los estados tempranos de esporulacion se activan més de 20 loci diferentes, varios
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de los cuales ya se hallan ubicados en los mapas del cromosoma bacteriano. Son
varios los modelos que se han propuesto para los procesos de regulacién durante el
estado esporulante, uno de ellos propone que la regulaci6n se da al nivel de la RNA
polimerasa, por un reconocimiento diferencial de los promotores en ambos estados. La
expresion diferencial de los genes de esporulacién, se controla por un mecanismo
complejo de transcripcién que consiste en  un ameglo de factores ¢ de la RNA
polimerasa (Doi, 1982). Cada uno permite el reconocimiento temporal de diferentes
conjuntos de promotores, y la actividad de otros factores reguladores de la
transcripci6n que no han sido carcterizados hasta la fecha. En la actualidad ya estd bien
documentada la presencia de diferentes holoenzimas de Ia RNA polimerasa, que se
distinguen por el tipo de factor o que presentan, se denotan como EoA, EoB. etc (el
superindice indica el tipo de factor sigma asociado). Cada tipo de enzima actGa sobre
un tipo de promotor especffico.

EoA comprende entre el 90% y el 95% de la RNA polimerasa presente en las
células vegetativas, aunque también se llega a encontrar durante la esporulacién, adn
en el estado TS, donde regula la expresion del gen para la subtilisina. También durante
la fase vegetativa se encuentra que EaB y EoP controlan 1a expresidn de genes para la
quimiotaxis, la sintesis del flagelo, y la respuesta de choque térmico. Durante el mismo
estado EoE, EcC, EoB y EoF actian sobre promotores cuya regulacion es temporal,
Algunos de los factores & son los productos génicos de los spo. Hay una interaccién
entre los productos de los genes spo0Q y algunas subunidades ¢ de 1a RNA polimerasa,
donde se ha observado una represi6n catabélica. Entre las evidencias experimentales
que apoyan esta hip6tesis se incluyen: la observacién de que bacteri6fagos no se
pueden duplicar en las esporas y no lisan a la célula, tan solo pueden hacerlo
después de que el desarrollo de 1a espora ha terminado. Aunque la baja disponibilidad
de nutrientes puede ser la responsable, se sugiere que la RNA polimerasa no
transcribe el DNA del fago porque no lo reconoce, Lo anterior se atribuye a una baja
cantidad del factor & de la enzima durante la esporulacién, lo que explica que el fago
®si se pueda transcribir jn vitro por la RNA polimerasa de la espora. Recientemente
se observé la presencia de polipéptidos que se unen a la RNA polimerasa y que
probablemente se producen durante el estado O, lo cual se ha correlaciona con otra
propuesta que sosticne que el ambiente interno cambia durante la esporulaci6n, lo que
progresivamente vuelve menos acitiva a la polimerasa. Un ejemplo es la sfntesis de
contrantibidticos, como el que da resistencia a rifampicina, y que afectan a la
subunidad 8 de la RNA polimerasa (Revisado en Do, 1989)

Las hipétesis anteriores no descartan la posibilidad de que la regulacién se de a
otros niveles, por ejemplo, mediante diferencias en la estabilidad del RNAm, por
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diferencias en la eficiencia del ribosoma o por alteraciones en el RNAt y en las RNAt
sintetazas.

El entendimiento que se tiene actualmente sobre la regulacién es escaso y se
basa en el tinico ejemplo bien estudiado de induccién que es el operén lac. No es
sorprendente que para el caso de la formaci6n de la espora sean pocos los avances
que se tienen respecto a este fendémeno. Se han podido elaborar mapas genéticos de
algunas mutaciones que afectan la esporulacién, y se han designado de acuerdo con la
etapa en la que se observa el efecto. De este modo, una mutacién en el gen spQA
afecta el incio de la etapa 0 de la esporulacién, y spOB afecta el siguiente suceso en la
misma etapa. Se supone que en estos genes la activacién, la transcripci6n, la
traducci6n y la funcién de su producto, no estin muy desacoplados, por lo que se
considera cada Joci como un operén; aunque esto presenta algunos problemas de
interpretacién, facilita en cierto modo su organizacién.

No hay un niimero de Jogi bien determinado aunque se estiman 37 o 42
pensando en los que son menos susceptibles de mutacién. De ellos 9 se han
identificado en el estado 0, y 7 en el estado I1.

Recientemente se describieron muchos productos proteicos de los genes de
esporulacién, spo, asi como algunos de la germinaci6n, ger. Originalmente se
identificaron como mutantes para etapas determinadas de la esporulacién, La mayorfa
de ellos se han aislado, clonado y caracterizado, llegando incluso hasta la definci6n del
papel que juegan en el proceso (Doi, 1989). No es el prop6sito de este apartado el
revisar cada uno de ellos, por lo que solo se hard menci6én de los siguientes: spoQ del A
alHyK, spoll Aal C,spolll A,B yE, spolV C, spoV A,B y G, spoVIA y B, ger A,
gerD, gerE, gerJ, y ger M.

LATENCIA Y GERMINACION

La endospora madura ahora es capaz de resistir condiciones ambientales
adversas. Durante este periodo la espora estermorresistente y presenta las tasas
respiratorias  més bajas conocidas. Se ha observado que las enzimas del ciclo del
4cido tricarboxflico estdn ausentes, y que el nivel de nucleétidos trifosfatados y de
azicares fosforilados es bajo. Las reservas de energfa constan esencialmente de
fosfoglicerato y de protcfnas basicas, la acetil CoA estd unida covalentemente a
protefnas por medio de puentes disulfuro (Parish 1979).

El estado de bajo metabolismo y la resistencia de la espora se adquieren
resultado de la sfntesis de una serie de integumentos que rodean al protoplasto y traen
consigo la inactivacién de las macromoléculas, ademis de wunos cuantos
compuestos de bajo peso molécular y de algunas protefnas especiales que contribuyen
ala estabilidad del estado de latencia y a las propiedades de resistencia.
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La pariticipacién de las cubiertas en el mantenimiento de la resistencia es de
suma importancia. Vistas de afuera hacia adentro se distingue primero al exosporidio,
que es una estructura membranosa resisiente a proteasas pero que no participa
activamente en las propiedades de resistencia, aunque puede ayudar a concentrar
las proteinas de la cubierta para asegurar la polimerizacién de éstas en la preespora.
Después sc encuentran las cubiertas que ocupan alrededor del 50% del volumen de la
espora, del 30 al 60% del peso seco y que contienen el 80% del total de la protefna
de la espora. Entre la cubierta y la pared celular se ubica la corteza, compuesta
casi totalmene de peptidoglicanos especiales (figura 5).

Cublorts da o~ 9M000
oepoin

inteinn

Figura 5. Esquema de una espora de B corous (Redibujado de Setlow, 1983).

Esta etapa de bajo metabolismo, o latencia, permanece mientras la espora no
germina. Durante este tiempo la espora se encuentra en un estado de letargo, en
donde 1a espora es inerte a sustratos exégenos que causan la germinacién de la misma
cuando est4 aciivada. La activaci6n es el resultado de un tratamiento de Ias esporas -
que por sf mismo no provoca la germinacién pero que conlleva a una germinacién mis
ripida, o mis completa, y que en ocasiones es reversible.

Cuando las esporas activadas se exponen a ciertos compuestos, inician el
proceso de germinacién, que se compone de una serte de eventos degradativos

irreversibles. Entre los compuestos que inducen la germinaci6n se puede citar a la
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L-alanina, y a varios ribSsidos como la adenosina, aunque esto también se puede
lograr con otros agentes que provocan la despolimerizacién de las estructuras de
resistencia. Una vez que se ha perdido el estado de latencia, se liberan de 1a espora
el 4cido dipicolfnico, el calcio y él 4cido sulfoldctico, se degrada la corteza y las
cubiertas se desechan, tan solo se conserva la pared celular.

Es posible que la termorresistencia sea una consecuencia de los cambios
evolutivos que resultaron en la deshidratacién, y que permiten reducir el metabolismo
y alcanzar la latencia; Gould y Dring (citados en Parish, 1979) proponen que la
expansi6én de los peptidoglicanos que se acumulan en la corteza, debida a la repulsién
del 4cido diaminopimélico, DPA, se suma a la acumulacién de compuestos de bajo
peso molecular como el 4cido dipicolfnico, glutamato y otros iones; dando lugar a un
potencial osmético que favorece la deshidratacién del protoplasma . El DPA es un
componente muy abundante en la corteza.

Todo esto hace que las esporas de bacterias sean comfunes en suelos,
ambientes marinos y dulceacufcolas, en el aire, en climas templados, desérticos y
polares, Muchas se incluyen entre los pat6genos oportunistas u obligados, y en la
flora natural de, animales e insectos (Priest, 1989).

LA RESPIRACION EN LAS ESPORAS

En parrafos anteriores se hizo mencién a los cambios que se producen en las
enzimas del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos durante la esporulacién, también se
mencion6 que en la esporogénesis suceden cambios en la composicién de las enzimas
de la cadena respiratoria (Escamilla et al, 1985). Durante este proceso la capacidad de
las bacterias para oxidar ciertos sustratos como el acetato, ademds se observa una
disminucién en la produccién de CO2 como producto de la respiracion, y esto sugiere
una disminuci6n en la tasa respiratoria durante los dltimos estados (Hanson et al, 1962)
lo cual afecta la sintesis de las enzimas de la cadena respiratoria. Por otra parte,
durante la germinacién se recupera el metabolismo, en consecuencia se debe reactivar
la sftesis de estas enzimas.

Como se ha visto, el entendimiento de los mecansimos de regulacién de la
expresién genética durante la esporulacién es un tépico de interés. Son muchos los
genes que participan en este proceso, por lo cual se debe centrar la atencién en
aquellos que dispongan de mayor cantidad de informacién acumulada, que tengan
que ver directamente con el fenémeno y que sean de impotancia central para el
desarrollo de la célula, como es el caso de los genes que codifican para las enzimas
de la cadena respiratoria, particularmente para las citocromo oxidasas bacterianas.
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L2 LOS CITOCROMOS Y LA CADENA DE TRANSPORTE DE
ELECTRONES

Los citecromos se descubrieron en tejidos animales hace m4s de cien afios por
Charles MacMunn. Aunque fue Keilin, cuarenta afios después, quien demostré su
presencia en animales, levaduras y bacterias. Desde entonces han sido objeto de
estudio de numerosos investigadores interesados en los mecanismos de conservacién
y transduccién de energfa en la célula.

El intercambio de electrones entre las enzimas de la cadena respirtoria se
logra mediante reacciones redox catalizadas por enzimas. Dichas enzimas, o
citocromos, presentan grupos prostéticos metélicos capaces de modificar su estado de
oxidacién en funcién de cuantos electrones presenten en su centro metélico (Stryer
1988). Los citocromos son hemoprotefnas que juegan un papel muy importante en los
procesos de respiracién y fotosintesis gracias a su capacidad de presentarse en las
formas ferro, (reducida) Fe2+ y feri (oxidada) Fe3*. Esta propiedad hace posible su
participacion en reacciones de oxido-reduccién.

Las hemoprotefnas, citocromos y hemoglobinas, al igual que las clorofilas,
conforman un grupo amplio de protefnas que presentan derivados de porfirina como
grupos prostéticos. Las diferencias entre las porfirinas de cada tipe de protefna se
basa, en prinicipio, en ¢l catién quelado que se halla en el centro del anillo de cuatro
pirroles que forma a la porfirina, y en segundo término, por el tipo de sustifuyentes
laterales. Las hemoprotefnas contienen al anillo protoporfirina con un §tomo tinico de
fierro que oscila entre el estado reducido, Fe2+, y el estado oxidado, Fed+. Este
estd generalmente en la configuraci6n de bajo spin formando asf, un complejo de
coordinacién octahédrico que tiene la capacidad de unir seis ligandos. Cuatro de los
seis sitios de coordinaci6n, los ecuatoriales, estdn ocupados por los nitrégenos de los
anillos de pirrol, mientras que el quinto y el sexto sitios estAn ocupados por los itomos
de nitrdgeno y/o azufre, de las cadenas laterales de los residuos de histidina o
metionina de la protefna. (Lehninger, 1982; Jones y Poole, 1985) (figura 2).

E! arreglo de los citocromos a lo largo de la membrana permite una
secuencia de reacciones redox entre ellos. Durante ésta los equivalentes reductores en
forma de ftomos de hidrgeno, o electrones, se transficren de un donador hacia un
aceptor con mayor potencial redox. Simultdneamente se translocan H a través de la
membrana. Este movimiento vectorial de Ht conserva la energfa, libre que se libera
por las reacciones de oxido-reduccion, como un polencial de membrana o potencial
electroquimico (Mitchell, 1966). '
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METODOS DE ESTUDIO DE LOS CITOCROMOS

Para poder identificar los diferentes tipos de citocromos es necesrio basarse
en sus propiedades espectroscépicas. Como ya se mencion6, los sustituyentes que
estdn presentes en el grupo hemo, modifican el espectro de absorcién de cada
citocromo en particular. De la misma forma, el estado de oxidacién del centro
metédlico, asi como la cinética de reaccién de estos citocromos, se pueden estudiar
con base en dichas propiedades. Se han desarrollade diversos métodos
cspectroscopicos en busca de mayores facilidades en el estudio de las propiedades de
los citocromos, entre ellas, las principales son: la de haz partido, la espectrofotometria
de doble rayo, la de rayo miltiple, y la de haz sencillo (Jones y Poole, 1985).

El anflisis de la diferencia de los espectros reducido menos oxidado
(espectro diferencial) de las muestras a estudiar se utiliza ampliamente para
identificar los tipos de citocromos que estdn presentes en ellas. Las muestras pueden
ser células enteras o fracciones, asf como preparaciones puras o semipuras de los
citocromos. La manera en que se obtienen este tipo de espectros, es al reducir la
muestra al agregar con algin agente reductor como la ditionita de sodio (Na2S204).
La muestra de referencia u oxidada se obtiene al usar un oxidante exégeno, o
mediante la aereacién vigorosa de la misma. En este método se construye una linea
base que toma como referencia la muestra oxidada comparada con ella misma,que se
tiene como registro para la comparacién posterior de ésta con el espectro reducido, asf
se logra un espectro diferencial de ambas. En el espectro diferencial que se obtiene
se observan méximos de absorcién que indican el tipo de citocromos presentes en la
muestra. Para esto se cuenta con informacién sobre las caracteristicas espectrales de
los citocromos de muchas bacterias que han sido reportados en otros trabajos.

La capacidad que tienen ciertos citocromos para unirse a ligandos de bajo peso
melecular, como el monéxido de carbono CO o el cianuro (CN), es una herramienta
muy itil para el estudio de sus caracterfsticas funcionales. E1 CO se une a la forma
reducida de las citocromo oxidasas y algunos otros citocromos, al actuar como un
inhibidor competitivo con respecto al O9. Generalmente se forma un compuesto con
una absorcién mdxima caracterfstica, Los complejos de CO de varias citocromo
oxidasas bacterianas son fotodisociables, y con unas cuantas excepciones, la tasa de
reasociacién con el CO es relativamente lenta. Se realizan experimentos con cianuro,
azida, oxianiones de nitrogeno, isonitrilos, etc (Jones y Poole, 1985).

El estudio de los citocromos en bacterias se ha realizado, en su mayorfa,
tomando como modelo al género Bacillus, en especial B subtilis que es un organismo
estrictamente aerébico y con capacidad de esporular (Wachenfeldt y Hederstedt, 1992).
Actualmente se conocen con cierto detalle, varias de las caracteristicas estructurales de
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las moléculas de los citocromos de esta especie, de los cuales a continuacién se
mencionan algunos detalles.

CITOCROMOS DEL TIPO C.

Se tiene poca informacién sobre los citocromos del tipo ¢ de las bacterias Gram
positivas, actualmente solo se conocen cuatro estructuras primarias completas: el
citocromo '¢-550 de B subtilis, el ¢-351 de PS3 y la subunidad II de las citocromo
oxidasas ¢aa3 de B subrilis y PS3. Todos los citocromos que se han encontrado en B
subtilis se definen como protefnas integrales de membrana. Por los pesos moleculares
de cada uno de estos citocromos, se identifican a los polipéptidos con: el ¢-550, la
subunidad I de Ia citocromo oxidasa (van der QOost et al, 1991) y ¢-554 que forman
parte del complejo be] (De Vrij y Konings, 1987); para los dos restantes no se ha
establecido relacién alguna.

CITOCROMO OXIDASAS

Las citocromo oxidasas son las enzimas que se encuentran en la parte final de la
cadena respiratoria, su funci6n consiste en ransferir glectrones desde el citocromo ¢, o
desde el complejo quinona-citocormo b, hacia el oxfgeno molecular con la
consecuente formacién de agua.

La mayorfa de las cadenas respiratorias bacterianas terminan con més de una
citocromo oxidasa, solo unas cuantas son cadenas lineales que terminan en una oxidasa
dnica. Estas enzimas toman su nombre de acuerdo al tipo de hemo que presentan. Hay
varios tipos, entre ellos estan: las del tipo aa3 que son las més comunes, las o, lasd y
las al. Estas enzimas son regulables de acuerdo a la fuente de carbono, la tensién de
oxigeno y el estado de desarrollo de la bacteria.

Buacillus subitilis puede sintetizar dos oxidasas terminales que contienen hemo a:
la aa3 y l1a caa3, Ia dltima es una citocromo ¢ oxidasa, mientras que para la oligoa hay
controversia acerca de su funcién especffica, pues se ha encontrade que puede utilizar
como sustrato al quinol y al citocromo ¢ (van der Oost et al, 1991 y Laureaus et al,
1991). Ambas enzimas se codifican en locus separados, y recientemente se bautizaron
como locus Cta del que se han identificado los genes A,B,C,.D y F, cada uno
correspondiente a una subunidad en particular; y el Iocus qox (quinol oxidasa), del que
se conocen cuatro genes correspondientes también a las subunidades respectivas, estos
son: A,B,CyD.

En B subtilis se conoce el ameglo genético de la citocromo oxidasa caald.
También se conocen las caracteristicas de las subunidades que Ia componen, eatre
éstas, la subunidad I (COII/CtaC) es la que resulta de mayor interés, dado que
presenta un dominio con un hemo C en el extremo carboxilo terminal. El dominio para
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el hemo ¢ puede considerarse como una extensi6n del polipeptido que se encuentra
comtinmente en COll en las citocromo oxidasas del tipo aa3 de las bacterias aerébicas
y en mitocondrias. Este dominio de la protefna, muestra similitud en la secuencia con
otros citocromos ¢ mitocondriales (Wachenfelt y Hederstedt, 1992).

La citocromo oxidasa g se ha encontrado en muchas especies de bacterias. El
nimero de subunidades de que estdn compuestas, asf como su peso molecular, varian
de acuerdo con la especie a la que pertenezcan. La subunidad I se une a una molécula
de hemo b, en otras especies se une ademd4s a un hemo ¢. Esta enzima es muy sensible
al cianuro.

La citocromo oxidasa d es casi completamente insensible a la inhibicién por
cianuro, lo que hace que algunos organismos la sinteticen cuando estén creciendo en
un medio que contiene este radical, o bajo condiciones que promueven la formacion
del mismo. La citocromo oxidasa d presenta una alta afinidad por el oxigeno, mayor
que otras citocromo oxidasas; esta propiedad conlleva a un aumento en su sfntesis
durante el crecimiento en condiciones limitantes de oxigeno. También se le encuentra
en varias especies de bacterias anaerébicas que incluyen a varias bacterias
fermentativas, donde su papel puede ser el de trampa de oxfgeno. Esta citocromo
oxidasa se une a dos moléculas de hemo d y a dos de hemo b, pero no presenta cobre
(Jones y Poole, 1985) ",

La citocromo oxidasa gl es poco conocida en comparacién con otras citocromo
oxidasas. Se encuentra unida firmemente a la membrana y contiene dos moléculas de
hemo a con diferentes valores de potencial redox, pero no presenta cobre. Su funcién
aun no estd completamente clara.

1.3 RELACIONES FILOGENETICAS

Ya se mencion con anterioridad la relacion estrecha que existe entre las
subunidades de las citocromo oxidasas bacterianas y las tres subunidades principales
de la mitocondria. De acuerdo con la teorfa de la endosimbiosis propuesta por Lynn
Margulis, tres de las clases de orgdnulos de eucariotos (mitocondrias, pldstidos y
undulipodia) se originaron a partir de bacterias de vida libre (respiradores aerébicos,
bacterias fototréficas oxigénicas y espiroquetas, respectivamente) en asociacién con
microbios que se convirtieron en el nucleocitoplasma (arqueobacterias hospederas
como Thermoplasma) (Margulis y Bermudes 1985).

El estudio de las formas de utilizacién de la energfa en las bacterias ha sido de
gran utilidad en la bisqueda del posible ancestro de los orgénulos que se encargan de
esta funci6n en las células eucariénticas. Lo que ha llevado a enfatizar en el andlisis
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comparativo de las vias metabélicas de varios grupos de bacterias. Con este enfoque se
ha conclufdo que las mitocondrias provienen de la subdivisién o de las bacterias
pirpura  fotosintélicas al que pertenccen Paracoccus,  Rhodobacter y
Rhwdopsendomanas. Paracoccus probablemente evoluciond de un ancestro parecido al
actual Rhodobacter sphaervides por pérdida de la fotosintesis. Con base en la
secuencin del citocormo ¢ se estableci$ que la mitocondria proviene de un ancestro en
el mismo subgrupo o; de esta forma Paracoccus y la mitocondria se consideran como
condescendientes (Jhon, 1987).

A pesar de la simplicidad estructural de la citocromo oxidasa de Paracoccus, por
su funcién se relaciona con la enzima mitocondrial, tanto en sus propiedades
oxidativas como en la translocacién de protones. En la mitocondria hay un mayor
nimero de subunidades que en Paracoccus, sin embargo, fuera de las tres subunidades
principales todos los demas polipéptidos se codifican en el niicleo y su funcién, aunque
importante en el ensamblaje de la enzima, no tiene un papel relevante en las
propiedades catalfticas de ésta.

Todas las oxidasas transductoras de energfa parecen haber evolucionado de una
protefna precursora comuin. Actualmente se encuentra una gran variedad de oxidasas
en las bacterias, muchas de ellas difieren en su donador de electrones, (Kadenbach et
al. 1991).

Como se ha visto, las citocromo oxidasas son enzimas que participan de manera
muy importante en el metabolismo celular, pero ademds son importantes en el anélisis
taxonémico y filogenético de las bacterias y muchos otros grupos. Es de resaltar que
los avances en el anflisis de secuencias ha sido de gran utilidad en el establecimiento
de las relaciones "filogenéticas” de las protefnas, y en este caso en particular de las
citocromo oxidasas; asi como en los estudios estructurales y bioqufmicos de las
mismas (Macfarlane et al, 1990).

L4 EL ANALISIS GENETICO

ANALISIS DE SECUENCIAS

La historia de} an4lisis de las secuencias de 4cidos nucleicos y protefnas, es
relativamente reciente, Se inicia en 1951 cuando Sanger obtiene la secuencia completa
de la cadena B de la insulina de bovino a través de la combinacién de digestiones
proteolfticas limitadas. Para ese tiempo se comienza a incrementar la cantidad de
reportes de secuencias de proteina que son resultan de la aplicacién de técnicas
qufmicas elaboradas. Holley y sus colaboradores en 1965, més de una decada después
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de la proposicién del iodelo de la doble hélice del DNA por Watson y Crick, lograron
obtener la secuencia completa de nucleotidos def RNA de transferencia para alanina
en la levadura (revisado en Erlich, 1992). A partir de entonces se comicnza a buscar la
forma de optimizar la secuenciacin de fragmentos del DNA. En 1977 se publican los
dos métodos de secuenciacién de 4cidos nucleicos mas empleados hasta la fecha, se
trata de los métodos de: Maxam y Gilbert y de Sanger y colaboradores (Maxam y
Gilbert, 1977; Sanger et al, 1977).

El almacenamiento de 1a informacion sobre secuencias se inicié en un formato
tradicional, un libro: el Atlas de Secuencias y Estructuras de Proteinas que publicé por
Dayhoff en 1972, La informacién contenida en este Atlas crecié cuando se incluyeron
los datos de las secuencias de nucledtidos, mis ficiles de obtener. Este crecimiento
hizo necesario el empleo de bancos de datos computarizados para ¢l mejor manejo de
la informacién creciente. En la decada de 1980 surgen los bancos de secuencias méis
importantes como la de! EMBL (European Molecular Biology Laboratory) en
Alemania, o el GenBank y el NCBI (Mational Center for Biotechnology Information)
en los Estados Unidos. Desde su creacidn, la informacién contenida en estos bancos,
se ha multiplicado varias veces, Para 1985 Burks y sus colaboradores estimaron que el
ndmero de bases secuenciadas por afio es de alrededor de dos millones. En Abril de
1986, 1a base de datos del EMBL contaba con més de 6.3 millones de pares de bases y
un tiempo de duplicaci6n de dos afios (Heijne, 1987).

Las potencialidades del uso de las computadoras en el andlisis de secuencias es
hoy en dia muy grande. Una vez que se conoce la secuencia de aminodcidos o de
nucleétidos de una molécula, podemos hacer uso de los diversos programas de
computadora que existen para realizar inferencias tedricas acerca de ésta. Tales andlisis
van desde el cflculo aritmético del peso molecular, hasta predicciones de la estructura
secundaria de 1a protefna. Los resultados que se obtienen por medios electrénicos son
solamente te6ricos, aunque es preciso sefialar que los programas se basan en datos
experimentales s6lidos. A pesar de que ningin algoritmo que se utiliza para hacer
predicciones como esta tiene una precisién del cien por ciento, los resultados son de
suma utilidad para el diseiio de experimentos; ademds la capacidad predictiva de los
programas ha ido en aumento constante.

Algunas de las predicciones que se pueden hacer con una secuencia de
nucleétidos al usar programas de computadora son: deteccién de secuencias de inicio y
de término de la transcripci6n tanto para eucariotos como para procariotos, deteccion
de los sitios de union al ribosoma, deteccién de los marcos de lectura y de las regiones
codificantes, traduccién a aminofcidos, posibles estructuras secundarias (en RNA
principalmente), mapas de restriccién con diferentes enzimas, geometrfa del DNA,
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punto de tusidn (Tmd y. quizd lo mds importante la cormparacién con otras secuencias
(Heijne. 1987). La comparacién entre Jas secuencias. tritese de aminoscidos o de
nucledtidos. tiene una enorme importancia cn la construccién de filogenias y en el
diserio de oligonucedtidos para estudios posteriores.

En el caso de una secuencia de aminodcidos, es posible rcahzar una serie de
andlisis Je gran interés, en especial en la prediccion de la estructura sccundaria de la
proteind. 1o cual siempre brinda un apoyo tedrico para hacer inferencias acerca de su
funcién. Dada una secuencia de aminodcidos, la computadora puede predecir su
posible estructura sccundaria; por ejemplo se pueden inferir las regiones del
polipéptido que estan en forma de o-hélice, de Himina B-plegada o regiones de giro. El
método de Garnier-Robinson es de los que mis se utilizan en la prediccién de
estructuras secundarias: se basa en las propiedades estadisticas de las estructuras
conocidas. y en el supuesto de que el estado conformacional de un residuo dado, se
determina no solo por sf mismo, sino por los residuos que lo acompafian. Y no solo
eso. sino que es posible predecir estructuras supersecundarias como dominios __ o 8.

También es posible predecir la naturaleza polar o apolar de las protefnas. Se
sabe que en solucién acuosa, las moléculas apolares o parte de ellas, tienden a
agregarse de tal forma que el 4rea apolar expuesta al agua sea la mfnima posible. La
naturaleza de este fendémeno es compleja, sin embargo, en la literatura existen escalas
de hidrotobicidad que se basan en reportes de estructuras conocidas, las cuales se usan
para facilitar Ja prediccién del arreglo tridimensional del polipéptido. Las regiones que
estdn expuestas hacia la superficie de una protefna plegada son seguramente ricas ¢n
residuos polares y residuos cargados. Tales regiones hidrofilicas pueden identificarse
facilmente en las gréficas de hidrofobicidad; los métodos propuestos para estos fines
difieren solo en la escala de hidrofobicidad que se elige para el anélisis.

Las regiones mds expuestas en la superficie de una protefna, comunmente son
las mds antigénicas, es decir, son las que tienen mayor predisposicién al
reconocimiento por un anticuerpo. Estas regiones se pueden utilizar para fabricar
péptidos sintéticos que se utilicen para producir anticuerpas contra la protefna de la
cual se conoce la secuencia, adn sin conocer su estructura. A los anticuerpos que se
obtienen asf se les puede dar una amplia variedad de usos.

Otro uso que se le puede dar a Ja computadora cuando se tiene una secuencia de
proteina, es la deteccidn de sefales de secrecién, como son péptidos de trinsito hacia
mitocondrias y cloroplastos, o péptidos Ifder. Estos andlisis se basan en hallazgos
experimentales sobre algunas estructuras tridimensionales especificas que incluyen
residuos hidrofébicos y apolares en et extremo NH3 de la cadena.

Con la informacién que se obtiene con otros anilisis se puede, incluso, predecir
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la clase de protefna con la que se estd trabajando, en el caso de que esto se desconosca.
Esto se logra al buscar similitudes en cuanto a la composicién de residuos, regiones
especfficas, tamafio de la molécula, etc; con otras secuencias de proteinas de funcién
conocida dentro de los bancos ‘de secuencias. Finalmente, es posible predecir
modificaciones covalentes de las protefnas, como sitios de glucosilacién, remocién de
metioninas o acetilacién, ademds de que se puede calcular el tiempo de vida media de
la protefna. .
TECNICAS EXPERIMENTALES PARA ELL ANALISIS GENETICO

El desarrollo de los métodos de andlisis de secuencias fue posible gracias al
desarrollo previo de todo un conjunto de técnicas bioqufmicas y citol6gicas, que
sirvieron de apoyo cxperimental a los nuevos procedimientos qufmicos o de
computacién. Este conjunto de técnicas sigue siendo el apoyo indiscutible para el
andlisis genético. A continuacién se describe, brevemente, la utilidad de algunas de las
técnicas a las que se hace mencién.

El uso de radioisétopos contribuy6 enormementec al modelo que tenemos
actualmente de los procesos celulares. Se basa en las propiedades de emisi6n
radioactiva de algin is6topo que se utiliza para sintetizar una molécula sin que se
alteren las propiedades quimicas de esta \ltima. El marcaje radioactivo se usa
principalmente para ensayos de cuantificacién, al utilizar aparatos que se conocen
como "contadores” que miden la cantidad de radioactividad de una muestra. Ademds
se usan para revelar la distribucién y/o localizaci6n del material marcado dentro de una
célula o un gel de electroforesis, para ello la muestra se expone a un emulsién
fotogréifica que es sensible a la radiacién.

La determinacién del tamafio de las moléculas de DNA tiene una importancia
central en los andlisis genéticos. El método que méas se utiliza para determinar el
tamaiio de una molécula de DNA es la electroforesis en gel. La electroforesis se basa
en el hecho de que las moléculas disueltas, en una matriz porosa en un campo
eléctrico, se mueven a una velocidad que estd determinada por su forma, su tamafio y
su carga. Los #cidos nucleicos en solucién tienen una carga negativa porque sus grupos
fosfato estdn ionizados, de esta manera, migran hacia el polo positivo del campo
eléctrico al que se someten. El gel actia como soporte y resistencia para la migracién
de las moléculas. Por lo general se utilizan geles de agarosa o acrilamida.

Las técnicas de hibridizacién molecular de los 4cidos nucleicos se usan con
mucha frecuencia para conocer la localizacién y/o concentracién del una secuencia de
interés. Se basan en la posiblidad de separar las cadenas complemenarias de un
fragmento de DNA, a lo que se le llama desnaturalizacién. La desnaturalizacién se
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consigue al elevat la temperatura o aumentat el pH. Por el contrario, si hacemos
descender la temperatura o el pH, las hebras de DNA se reasocian. Ahora bien, si las
hebras no se reasocian entre si, sino que se asocian con una cadena ajena, entonces se
forma un hibrido; a 1a formacién de moléculas hibridas se le llama hibridacién. Esta
depende de el grado de complementariedad entre el fragmento de secuencia que se
conoee como sonda, y el fragmento blanco. Para visualizar la formacién de los
hibridos por lo general las sondas se marcan con radioactividad o con algan otro agente
qufmico como la biotina. Este principio bésico se ha diversificado en varios métodos
de hibridizacién que incluye la hibridacién in siru, o la hibridizaci6n sobre un filtro con
dcidos nucleicos inmovilizados, La hibridizacién se puede utilizar como medida
cualitativa del grado de similitud entre dos secuencias

Con el descubrimiento de las endonucleasas de restriccion, que son enzimas que
cortan el DNA en sitios especificos, fue posible obtener andlisis parciales de secuencia.
La mezcla de fragmentos que resultan de la digestién del DNA con alguna o varias de
estas enzimas. se separar por electroforesis en gel, y esto aporta informaci6n ripida
para la construccién de mapas. Los mapas de restriccién son de gran utilidad en los
andlisis genéticos, en bacterias principalmente. El avance en el conocimiento de estas
enzimas, junto con los avances en las técnicas electroforéticas y de marcaje radioactivo
han dado lugar a técnicas compuestas como el "Southern blot" o los "Restriction
fragment lenght polymorphisms" (RFLP). La oligoa consiste en hibridar un
oligonucledtido marcado radiactivamente con el patrén electroforético resultado de la
digestién del DNA con una o varias enzimas de restriccién.

Una clona gen6mica es una célula hospedera selecta (casi siempre se trata de
una bacteria), en la cual se halla un vector que contiene un fragmento de DNA de
origen diferente. Los vectores se construyen mediante la insersién de una secuencia
dada dentro de un plismido o en una molécula de DNA viral. De esta manera se puede
obtener un mimero elevado de copias del fragmento de DNA que se requiera. Sin duda,
1a clonacién es ¢l fundamento de todo el edificio que constituye la tecnologfa del DNA
recombinante, que se apoya ademfs en los métodos de separacién, comparacion,
identificacién y cuantificacién de las moléculas de 4dcidos nucleicos (Darnell et al,
1990).

Quiza la tecnologfa de mayor impacto y auge reciente es el PCR (“Polimerase
Chain Reaction") o reaccién en cadena de la polimerasa. Es un método enzimético para
fa amplificacién de segmentos especfficos de secuencias de DNA. Para la
amplificacion se usa un par de oligonucledtidos, que hibridizan con cadenas opuestas,
y que flanquean la regi6n del DNA que se desea amplificar (DNA blanco). Consiste en
una serie de ciclos repetitivos de los siguientes pasos: desnaturalizacién del DNA
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blanco a una temperatura cercana a los 94 °C, alineamiento o hibridacién de los oligos
a una temperatura menor -la temperatura depende de la especificidad y punto de fusién
de los oligos, y por lo general es alrededor de 55°C-; y extensién de los oligos ya
alineados al usar la DNA polimerasa. Debido a que los productos de la extensién del
oligo, que se sintetizaron en un ciclo, pueden servir como molde en el préximo ciclo;
el ndmero de copias del DNA blanco casi se duplica en cada ciclo. Asi, un PCR de 20
ciclos que parte de una sola copia de la secuencia blanco, da una amplificacién de
aproximadamente un mill6n de veces (2020) (Erlich, 1992).

Los componentes de una mezcla de reaccién para el PCR son: DNA polimerasa,
desoxirribonucleétidos de trifosfato (dATP, dTTP, dCTP y dGTP), la secuencia blanco
(que no necesita purificarse), los oligos, y un amortiguador con la cantidad adecuada
de Mg+, Por lo general la reaccién se lleva acabo en un voldmen final de 50 pl con
30 ciclos de amplificaci6én. A pesar de la facilidad con que se puede hacer la mezcla de
PCR, generalmente se tienen que optimizar las condiciones para lograr una buena
amplificacién. La parte m4s importante es el disefio de los pirmers, se busca que
hibriden lo mds especificamente posible con nuestra secuencia blanco; ademds, sc
recomienda que no sean complementarios uno con otro, que no formen estructuras
secundarias estables y de preferencia con una distribuci6én aleatoria de las bases con
contenido similar de purinas (A,G) y pirimidinas (C,T). Un factor importante es la
concentracién del ion Mgt en el amortiguador. Finalmente los tiempos y
temperaturas de cada paso de la reacci6n influyen de manera directa en la calidad del
resultado de la amplificacién (Saiki, 1992).

El PCR tiene muchas aplicaciones en investigacién y en medicina. Se puede
usar para detectar secuencias desconocidas dentro del genoma de un organismo
mediante el empleo de los oligos adecuados. También, se usa para anélisis de variacién
genética, es decir, para detectar mutaciones o polimorfismos. Una variante del método
general se usa para hacer andlisis de expresién genética, al amplificar DNA
complementario que proviene de la transcripcién inversa del RNA mensajero. El
metodo que se conoce como PCR inverso se utiliza para amplificar las regiones que
flanquean a una regién de secuencia conocida, por e¢jemplo, la resultante de la
secuenciacién de un fragmento amplificado por PCR. Recientemnente se ha utilizado el
PCR para detectar secuencias DNA poco comdnes como las que resultan de una
recombinacién homéloga errénea. Otro uso muy importante que se le da a esta técnica
es la posiblidad de obtener directamente material pama secuenciacién, es decir sin
necesidad de realizar el proceso de clonacién. Uno mds de los usos del PCR es la
construccién ficil de secuencias novedosas o inexistentes, dicho de otra forma, la
ingenierfa de proteinas. Ademds de todas las aplicaciones en evolucién, mapeo
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genético, diagnosis y expresidn, ¢l PCR tiene una gran plasticidad, esto es, puede
adaptarse a diversos protocolos segiin la necesidad del investigador (Erlich, 1992).
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11. OBJETIVOS

- Recopilar y alinear las secuencias.de aminoécidos y de nucle6tidos para la subunidad
11 (COXII) de la citocromo oxidasa bacteriana caal.

- Construfr una secuencia consenso total para COXIIL

- Analizar la secuencia consenso total por medio de programas de computadora y
construir un modelo bidimensional para COXII con base en estos anélisis.

- Localizar en la secuencia consenso regiones conservadas para el diseiio y sfatesis de
oligonucleétidos para experimentos de amplificacién por PCR.

- Detectar el gen para la COX1I de Bacillus cereus mediante amplificaci6n por PCR.
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11I. MATERIALES Y METODOS

Como paso inicial se procedié a la busqueda de secuencias reportadas para las
citocromo oxidasas gal y caad en bacterias, con la finalidad de obtener una secuencia
consenso mediante el alincamiento de las mismas. El prop6sito no fue el de analizar
exhaustivamente la totalidad de las secuencias reportadas para estas enzimas, sino solo
el de obtener informacién suficiente para la construccién de la secuencia consenso, a
partir de las especies bacterianas cuyas secuencias se encontraran disponibles. Para
ello se recurri6 a los bancos de datos y a la literatura.

La secuencia consenso total que se obtuvo se analizé mediante programas de
computadora. Los datos que generé el andlisis sirvieron para construir un modelo
bidimensional de la protefna COXIL. Posteriormente se localizaron las zonas mis
conservadas en la secuencia consenso total, dos de las cuales se usaron en el diseiio de
oligonucleétidos para amplificar, por PCR, una regi6n del extremo 3° de la COXIL. Los
experimentos de amplificaci6n se hicieron con el fin de detectar el gen de la citocromo
oxidasa caad de B cercus.

COMPILACION Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Para obtener las secuencias se recurrié a la literatura y a los bancos de datos
como el GenBank. El alincamiento se realizé a mano y mediante la rutina PAPA del
programa NEWAT85 (Johnson y Doolittle, 1986). Ambas secuencias, la de
aminoAcidos y la de nucle6tidos se alinearon por separado y se obtuvo su secuencia
consenso respectiva. Después se construyé una secuencia consenso total por
comparacién de las anteriores. A lo largo de este anélisis se sigui6 el método empleado
por Arredondo-Peter y Escamilla (1991). Todo esto con el propésito de determinar con
certeza cuéles residuos ocupan posiciones hipervariables, y asf eliminar a aquellos
residucs que ticnen la misma abundancia pero presentan menor probabilidad de estar
codificados en la secuencia que sc busca. Por ejemplo, en la posicién 80 del
alineamiento de amino4cidos los residuos 1 y L se encuentran en la misma proporcién,
no obstante, en 1a posicién correspondiente de la secuencia consenso de nucledtidos
(238), el triplete més probable es ATC. Por tal motivo en la secuencia consenso total se
decidi6 colocar a I como el residuo més probable.

Los residuos conservados, variables e hipervariables se designaron de acuerdo a
su abundancia en una posicién especifica. Como se detectaron cinco secuencias, el
pardmetro para decidir cual residuo era més abundante fue el de tener el mismo residuo
en cuando menos tres secuencias. En el caso de tener dos, dos y uno, por ejemplo:
TTGCG (posicién 132 del alineamiento de nucleétidos, fig 7), se eligié aquel que
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estuvo presente en las especies més cercanas a Bacillus cereus; en el ejemplo se eligié
T, debido a que la secuencia de Bacilins subtilis, especie del mismo género, presenta
T. El mismo criterio se siguié en los casos donde se tenian dos y uno, hacia la regi6én 3'
de la secuencia. .

La secuencia consenso total que se obtuvo, COXIICS, se caracteriz6 mediante el
uso de programas de computadora, Se utilizaron diversas rutinas de los programas:
NEWAT85 (Kyte Y Doolittle, 1982) y PC-GENE (Intelligenetics Inc y Genofil SA,
University of Geneva, versién 6.01). Los tipos de anélisis que se realizaron con cada
una de las rutinas se muestran en la tabla I Por ultimo, la secuencia consenso se
compar6 con otras secuencias reportadas en bancos de datos, para lo cual se utiliz6 el
programa BLAST (Altshul et al, 1990) en el banco de datos Swiss-Prot 23 del NCB],
USA.

Tabla 1. Programas y rutinas utilizados en el andlisis de COXii CS.

ANALISIS RUTINA Y PROGRAMA
Perfil de hidropata GREASE/NEWAT'85
Composicién amincacidica, CHARGPRO/PC-GENE
estimacién de la vida medi y punto
isoeléctrico
Prediccién de estructuras secundarias | GARNIER/PC-GENE
Prediccién de determinantes ANTIGE/PC-GENE
antigénicos y perfil de hidrofilicidad
Predicci6n de regiones flexibles FLEXPRO/PC-GENE
Detecci6n de secuencias de secresién | PSIGNAL/PC-GENE
y hélices transmembranales
Firmas ("signatures”) PROSITE/PC-GENE

OBTENCION DEL DNA

Después de haber concluido la parte del anélisis te6rico, y de tener disefiados los
oligos para la amplificaci6n, se procedi6 a la extraccién y caracterizacién del DNA de
B cereus. Para ello se utilizé la cepa CSU (California State University), crecidaen 1 It
de una modificacién del medio G que consiste en: extracto de levadura al 0.1%,
sacarosa al 0.1%, (NH4)2504 al 0.2%, KoHPO4 al 0.05%, MgSQ4 al 0.02%, MnSQ4
al 0.005%, CaCly al 0.0025%, FeSO4 al 0.0005%, CoSO4 al 0.00002%, ZnSO4 al
0.0005%, y CuSO4 al 0.0025%. El crecimiento se realizé a 30°C hasta alcanzar una
densidad 6ptica de 2.5.

Las células se cosecharon por centrifugacién a 10,000 rpm durante 5 minutos.
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Se lavaron con 10 m! de una solucién de NaCl 100 mM Tris 10 mM EDTA 10 mM
(pH 7.9). El botén se resuspendié en 5 ml de NaCl 150 mM Tris 10 mM EDTA 100
mM (pH 7.9), se agregé lisozima a una concentracion final de 4.0 mg /ml, y se incub6
a 37°C por 30 minutos. Finalmente, las células se lisaron con 6.25 ml de Tris 100 mM
NaCl 100 mM SDS al 2% (pH 7.9) bajo agitacién constante por 50 minutos o hasta
que la solucidn se aclare.

Un método de ruptura alternativo puede ser el de "la prensa de RIBI". Mediante
este método las células se fraccionan al someterlas a un carnbio brusco de presién que
va de las 30,000 psi. dentro del aparato, hasta la presién atmosférica (Duerre y Ribi,
1963). Con este método se pueden romper cantidades grandes de células, pero tiene la
desventaja de que el DNA que se obtiene suele estar muy degradado.

Al contar con el lisado de células, se sigui6 una técnica de extraccién de DNA;
para lo cual el lisado se llevé a una concentracién final de NaCl de 1.4 mM, y se le
agregé un voltimen igual (20 ml) de cloroformo-alcohol Isoamilico (24:1). Despues de
agitar la mezcla por 15 minutos se consiguié una emulsién que se centrifugé a 3,000
rpm por 20 minutos en una centrifuga Beckman J2-21, rotor JA-20, a TA.

Después de centrifugar se recuperé la fase acuosa, A esta fase se le agregaron
2/3 de volimen de isopropanol, se agit6, y se centrifugo a 5,000 rpm durante 30
minutos. Se eliminé el sobrenadante y el precipitado se lavé con etanol al 76% (v/v)/
acetato de amonio 10 mM, durante 20 minutos. Posteriormente la solucién se
centrifugé a 3,000 rpm. y el botdn se resuspendi6 en 1 ml de TES con 10 pg de RNasa
por ml y se incubd a 37 °C durante 30 minutos. El DNA se recuperé al agregar 2
volimenes de TES8, acetato de amonio a una concentracién final de 2.5 M, y 2.5
voliimenes de isopropanol. El DNA se recuperé con una varilla de vidrio, se
resuspendié en Iml de TES8, y se dializ6 contra 1,000 volimenes del mismo

. amortiguador por 24 horas a 4°C.

Para conocer la cantidad del DNA total se determiné la absorbencia a 260 y a
280 nm de una dilucién 1:10 y se obtuvo unia concentracién de 28.4 ug/ml. Se calcul6
el cociente R260/280 (coeficiente de extincién molar del DNA = 13,200 M-lem™D), y
se obtuvo un barrido de la absorbencia desde 300 hasta 230 mm para observar los
méximos. Esto sirvi6 para estimar la calidad del DNA tolal que se obtuvo.

Otra manera de estimar la calidad del DNA, consistié en hacer una electroforésis
en un gel de agarosa al 1% en TBE8 (Tris 89 mM Acido bérico 8% mM EDTA 2.5
mM, pH 8.0) a 1.5 mA por pozo durante 2.5 h. Se cargaron aproximadamente de 28 a
280 ng en orden creciente con 5 pl de una mezcla de colorantes llamada "cocktail”
(azul de bromofenol 0.25 % Cianol xileno 0.25 % sacarosa 20 % EDTA 50 mM) La
tincién se realizé con bromuro de etidio al 0.5 % durante 3 minutos, se destifié con
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agua durante 3 minutos y se visualiz6 en un transiluminador de UV.

Con el mismo propdsito, el DNA total se digiri6 conenzimas de restriccién. Se
digerieron 28 g de DNA mds 6 ul de espermidina, 3 pl de B-mercapto-etanol, 3 ul de
enzima, 6 ul de amortiguador y agua a un volimen final de 60 pl. Se usaron tres
enzimas: EcoRI (25 U) amortiguador Tris-HCl 56mM MgCly 10 mM NaCl 0.1 mM
(pH 8.0), Hind III (25 U) amortiguador Tris-HCL 50 mM MgCly 10 mM NaCl 50 mM
(pH 8.0) y Pst (25 U) amortiguador Tris-HCl 50 mM MgCls 10 mM NaCi 50 mM (pH
8.0). El digerido se precipité con 1/10 de volimen de acetato de sodio 3 M y dos
vollimenes de etanol absoluto, los tubos se congelaron a -70°C por 20 minutos y se
centrifugaron a 15,000 rpm durante 20 minutos. El botén se resuspendid en 15 pl de
TES8. El total de cada una de estas soluciones de resuspendido se comié en
electroforésis en gel bajo las mismas condiones mencionadas anteriormente.

AMPLIFICACION POR PCR

Dos de las regiones més conservadas en la secuencia consenso, se utilizaron
para el disefio de los oligos 850 y 1160 que se usaron en los experimentos de
amplificaci6n por PCR. El nimero con el que se identifica cada primer corresponde
aproximadamente a su localizaci6n en la secuencia consenso; ambos pertenecen a una
regién del extremo 3' de caa3 (la secuencia y localizaci6n precisa se detalla en la
seccién de resultados). La sintesis de oligos estuvo a cargo de los doctores Laura
Ongay (IFC-UNAM) y Mario Soberén (IBT-UNAM). Los componentes de la mezcla
de reaccion fueron los siguientes: oligo 850, 5 pl (concentracién 54 ng/pl), oligo 1160,
10p, (concentracién 27 ngful), dNTPs 1 pl de cada uno (concentraciébn 200 uM,
Pharmacia), ADN de B cereus 1 i, (0.2 ng), Amplitaq DNA polimerasa fragmento
stoffel (10 U), amortiguador stoffel (10x) 5 pl, MgCi2 25 mM 10 pl, y agua
desionizada estéril hasta 50pl. Los componenetes del control positivo (fragmento de
amplificacién de 500 pb con DNA de A) se obtuvieron del equipo GenAmp, (Perkin
Elmer). La mezcla de reaccién final se cubri$ con 50 pl de aceite mineral para evitar la
evaporacién.

El programa que se uliliz6 para los ciclos de amplificaci6n se muestra en la tabla
I1. La amplificacién se llev$ a cabo en un controlador térmico programable PTC-100
(MJ Research Inc).

Las muestras de amplificacién se separaron por electroforésis en gel de
poliacrilamida (PAGEY) al 10%. El corrimiento fue durante 1.5 h a 25 mA (2.5 mA por
pozo). El gel se tifié con una solucidn de bromuro de etido al 0.5% por 20 minutos y se
destifi6 con agua por oiros 20 minutos. Las muestras se cargaron en el gel con 3 pi de
la mezcla de colorantes “cocktail”.
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Tabla Il. Restimen de las condiciones en las que se llevé a cabo la amplificacién por PCR

de un fragmento de COXIL.

PASO TEMPERATURA TIEMPO
Q) (segundos)

1 Desnaturalizacién 95 180

2 Alineamiento 52 45

3 Extensién 72 90

4 Desnaturalizacién 92 60

Regresar al paso 2 29 veces

5 Extensién final 72 300
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1V. RESULTADOS

Se obtuvieron las siguientes secuencias para la subunidad II de la citocromo
oxidasa (COXII): Bacillus subsilis; (BS) (Santana et al, 1992); la bacteria termofflica
Bacillus PS3 (Saraste et al, 1991); Paracoccus denitrificans, (PD) (Raitio et al, 1987);
Thermus thermophilus, (TT) (Mather et al,1991); y Rodobacter sphaeroides (RS) (Cao
etal 1991).

La figura 6 muestra el alineamiento de las secuencias de aminoacidos para la
COXII bacterianas. Los guiones (-) indican un INDEL; los signos de nimero (#)
indican residuos altamente conservados; los asteriscos (*) residuos medianamente
cosnservados, y las X residuos hipervariables.

En la figura 7 se muestra el alineamiento de las secuencias de nucleétidos para
las COXII de bacterias.

Por tultimo en la figura 8 se muestra la secuencia consenso total para COXII de
bacterias (COXII CS). En la secuencia de nucleétidos, las X indican posiciones
hipervariables (cualquiera de los cuatro nucledtidos). Cuando hay una ligera
degencracion, se muestran dos nucledtidos alternativos para Ja misma posicién. En la
secuencia de amino4cidos, los # indican residuos altmente conservados, los * indican
residuos conservados, y las X residuos hipervariables. Cuando para un triplete se
encontraron dos aminodcidos correspondientes igualmente posibles, se anotaron
ambos. La regién correspondiente al probable péptido lider se muestra subrrayada. Las
cinco regiones mds conservadas se denotan con cajas, y las cajas dobles corresponden
a las "firmas" para los citocromos: aa3 la primera y caa3 la segunda.

En las figuras 6 y 7 se muestra el alineamiento de las secuencias, en ellas, se
aprecia la presencia de residuos hipervariables, y residuos altamente conservados. Es
claro que la longitud de las secuencias para COXI de cada especic es diferente, lo cual
generalmente se atribuye a acontecimientos de insersién y/o delecién (INDEL) en cada
secuencia (Li y Graur, 1991). Las secuencias de COXII de Paracoccus denitrificans y
Rhodobacter sphaeroides son menores en aproximadamente 87 residuos de
aminodcidos debido a que carecen de un dominio para el citocromo ¢ lo que hace una
diferencia en peso molecular de alrededor de 10 KDa. En las secuencias de Bacillus
subtilis, de PS3 y de Thermus thermophillus, se presenta un INDEL de tamaiio
considerable, entre las posiciones 175 y 212 de la secuencia de aminoécidos, lo que
denota la ausencia de un fragmento de cerca de 37 amino4cidos en cada una de ellas
(figura 6).

La secuencia consenso total, resultado de la suma de ambas secuencias consenso
parciales (figura 8), tiene una longitud de 1,260 nucledtidos, que corresponden a 480
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residuos de aminodcidos. En esta secuencia, el residuo més abundante es alanina,
aproximadamente 8%, y los menos abundantes fueron la cistefna y la histidina, ambas
con 0.9%. Esto concuerda con el porcentaje de residuos que se encuentra en otras
protefnas de procariotos, donde Ia alanina es el residuo méis abundante (Doolittle,
1987). El peso molecular calculado para esta secuencia consenso total, es de 46.704
KDa, lo que incluye el dominio del citocromo ¢. El punto isoeléctrico calculado para el
polipéptido comrespondiente a esta secuencia, es de 4.56, la estabilidad de la protefna
calculada con base en la composicién de aminodcidos da una estimacién del tiempo de
vida media de mAs de 20 horas.

La secuencia consenso para COXII (COXII CS) muestra un bajo nivel de
conservacion, 16.4%, sin embargo, dentro de ella se pueden distinguir cinco regiones
claramente conservadas. En la tabla IIl se muestran las posiciones que ocupan dichas
regiones en la secuencia consenso. La regién 3 presenta la firma ("signature™) del sitio
de unién al CuA, y la regién 4 1a firma del sitio de unién del hemo ¢. Lo cual indica
que la regién 1 forma parte importante del dominio del aa3 de la enzima, ademds de
ser la regi6n més conservada.

Tabla lll. Las regiones mds conservadas en la secuencia consenso total para COXI|

REGION POSICION | PORCENTAJE DE
CONSERVACION

1 162-170 66.6

2 235-239 80.0

3 277-290 71.4

4 335.339 60.0

5 388-396 77.1

Se hizo una bisqueda de secuencias similares a la COXII CS en los bancos de
datos con la finalidad de corroborar su confiabilidad, como se esperaba, se encontrd
una gran similitud con secuencias para COXII de bacterias y mitocondrias, pero no se
encontré similitud significativa con otras protefnas; la secuencia méds parecida fue la
COXII de B subtilis (315 puntos) y la menos parecida fue la de la vinculina de pollo
(54 puntos. Lo anterior indica confiabilidad en la construcci6n de esta secuencia
consenso. No obstante, la secuencia para CyoA de Escherichia coli, mostré una
considerable similitud con la COXII CS (77 puntos), que es mayor comparada con
otras secuencias para COXII en ecuacriotos. Esto sugiere una estrecha relacién
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filogenética entre CyoA y las COXII bacterianas.

La subunidad II de la Qox, quinol oxidasa, de B subtilis, que carece de los sitios
de unién al CuA y al hemo c, no aparece en la lista de las secuencias mé4s similares, lo
que indica que hay un alto grado de divergencia entre ésta y las secuencias de COXII,
aunque Santana et al (1992), reportan un porcentaje de identidad del 25% entre COXII
de B. sutilis y las secuencias de protefna de QoxA.

La secuencia consenso total, se sometié a diversos tipos de anélisis. Uno de
ellos fue el perfil de hidropatfa, donde se muestran claramente tres regiones de alta
hidrof6bicidad cerca del amino terminal (figura 9); la primera de ellas puede
corresponder a un peptido lider, como indican las posiciones de los posibles sitios de
corte que se muestran en la tabla I'V, las otras dos regiones cotresponden a fragmentos
transmembranales, que pueden funcionar para anclar a la protefna en la membrana de
la célula al formar una estructura en forma de asa; mientras que los dominios
catalfticos se hallan hacia el exterior, como se ha descrito por otros autores (Mather et
al, 1991; Holm et al, 1987). Al parecer los sitios de unién al CuA y al hemo C, se
localizan en un ambiente relativamente hidrofébico (figura 9). En contraste el perfil de
hidrofilicidad mostr6 tres regiones altamente hidrofflicas: dos se localizan en el
dominio del citocromo gal (posiciones 90-96 y 145-150 en la secuencia de
amino4cidos), y unaen el dominio del citocromo ¢ (posicién 401-406). De acuerdo con
Hoop y Woods (1981) estas regiones son potencialmente antigénicas.

Tabla IV. Prediccién de los posibles sitios de corte del peptido lider en COXII CS. Obtenido
del andlisis de [a secuencias de secrecidn para procariontes.

SITIO DE | PUNTUACION SECUENCIA
CORTE
25-26 7.13 axx : AAA
27-28 7.87 xaa: AAQ
28-29 9.67 aaa: AQE
29-30 8.1 aaa: QEV

Otros andlisis de estructura secundaria aportaron diversa informacién. Se ha
visto que los citocromos ¢ y otras protefnas relacionadas carecen de hojas B-plegadas
en su estructura secundaria (Dickerson, 1980), La COXII CS concuerda con esta
observacién, pues no presenta conformacion de hojas B-plegadas. Las regiones con
estructura de o-hélice son abundantes en la COXII CS. En la tabla V, se muestran las

regiones donde se detectaron estructuras las principales secundarias: o-hélices, hojas §
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Figura 9. Prediccién de algunos indices en COXII CS. (A) Perfil de hidropatia; el
drea oscura muestra la regién del péptido lider, las dreas punteadas muestran
las dos regiones mdas hidrofébicas; LP, péptido lider; MS, fragmento
transmembranal; Cu, sitio de unién del CuA; y H, sitio de unién del hemo C. (B)
Perfil de posibles sefiales de secrecidn; el *, marca la regién del péptido lider. C)
Perfil de hidrofilicidad: las flechas sefalan Ios valores de hldroﬂhcldad mads altos,
y Ag1-3 son los sitios potencialmente antigénicos.



-plegadas, regiones de conformacién extendida, y regiones con conformacién de vuelta
o doblez.

Tabla V. Prediccién de’estructuras secundarias para COXI11 CS

ESTRUCTURA POSICION
(secuencia de
aminodcidos)
Conformacién 1-34
helicoidal 54-66
143-153
196-210
222-226
230-234
268-337
360-382
400-420
Conformacién de 92-97
vuelta 170-173
' 244-247
344-345
384-386
Conformacién 3543
extendida 67-89
101-141
154-169
174-179
210-221
227-229
235-243
249-261
347-357

La comparacién de los andlisis de estructura secundaria de la protefna y el
andlisis de hidropatfa permitieron la construccién de un modelo de caricatura para la
COXII CS, basado en modelos previamente reportados como el propuesto por Mather
et al. (1991) o Holm et al. (1987) (ver figura 10). El modelo es una representacién
bidimensional de el posible arreglo de la COXIl en la membrana’plasmética. Para
ilustrar mejor 1a manera en que se lleg6 al modelo, es necesario mencionar que con la
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informacié que se obtuvo del anflisis de hidropatia se pudieron determinar los sitios en
que la protefna se ancla a la membrana plasmética; de la misma forma la deteccién de
los sitios con conformacién de vuelta fue de gran utilidad para definir la orientacién de
las o-hélices y las regiones extendidas en la protefna. :

El modelo se compone de
diez o-hélices. numeradas por su
posicién en fa secuencia consenso
como: A, B, C, D, El, E2, Fi, F2,
G y H. La hélice A, puede
corresponder al péptido Mder. Las
hélices El, B2, Fl y F2, se
designaron asf, debido a los
segmentos cortos de conformacién
extendida que interrumpen su
conformacién.

-3

Figura 4.4 Modelo bidimensional
para ta COX!l CS bacteriana. Los Periptasma
cilindros representan o-hélices y
estdn marcadas con letras de MEMBRANA BACTERIANA
acuerdo a sSu posicién en la
secuencia consenso con respecto a Cifoplasma
los residuos de aminodcido. Las
regiones mas conservadas estdn
marcadas por barras y las flachas
sefalan fos tres sitios
potencialmente antigénicos {los mas
hidrofilicos}. La regién marcada con

LP corresponde al péptido Ider, La
regidn en negro es ef dominio del citocromo ¢ y en blanco se muestra el correspondlente al
citocromo aa3.

El paquete hidrofébico de los sitios de unién al CuA y al hemo ¢, estd formado

por las hélices El, E2, F1, F2 y G; sin cmbargo, la hélice G, y parte de la hélice F

correspondientes al dominio para ¢l citocromo g, forman la parte izquierda de este

paquete hidrof6bico. La orientacién de la protefna en la membrana se basa en la

otientacién que proponen Mather et al (1991). Los dos fragmentos transmembranales
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forman una asa citoplismica que contiene una regi6n potencialmente antigénica; las
otras dos regiones antigénicas predichas, se hallan en la parte hidrofflica externa de la
protefna.

Dominio
del
wdnuam cltocromo
[

Dominio

| 52

Dominlo

dantro
membranal

Figura 4.5 A) Modalo de la subunidad If de COXIi de P. denitrificans, redibujado de Holm
et al. 1987. B} Representacién grdfica de la subunidad U de COXIl de Tharmus
thermdphiilus, redibujado de Mather et al. 1991. En ambos modelos podemos notar la
presencia de un dominio transmembranal de anclaje hacia fa regién N terminal y los
dominios cataliticos hacia el exterior de la membrana plasmatica (C terminal).

La mayor utilidad de los anflisis de Ia secuencia consenso, fue la de facilitar el
diseiio de oligonucledtidos para usarse en experimentos de amplificacién por PCR. Se
eligieron las regidnes més conservadas, y de éstas, aquellas que por su posicién dentro

. de la consenso permiticran la amplificacidn de un fragmento cuya secuencia estuviese
formada por una parte del dominio de 3a3 y una parte del dominio del citocromo ¢. Lo
anterior tuvo como finalidad la de asegurar que al obtener un fragmento de
amplificacién este correspondiera al gen para la enzima caa3 y descartar la posibilidad
de que se amplificara un fragmento de! gen para ga3 ademds del de caad.

La secuencia de los oligos, asf como su posicidn en la secuencia consenso se
muestran en la figura 12,



GAGCTTTGCGGCCCGTCCCAC? CATTTTATTCCCGGGCTT

" \ E ﬁ 1200
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0LIGO 850 OLIGO 1150
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Figura12. Secuencia y localizacién de los oligos disefiados para amplificar un fragmento
de COXil da 310 pb. El primer nucleétido del oligo 850 ocupa la posicién 841 con respecto
a la secuencia consenso, y el oligo 1160 ocupa la posicién 1161, Las flechas indican la
orientacidn del oligo de acuerdo al extremo 3' OH terminal libre.

Se buscaron en ¢l banco de datos EMBL aquellas secuencias reportadas en la
literatura que pudieran alinearse estos oligos, las secuencias localizadas con mayor
puntaje fueron: Bsctabf X54140 (Genes cta B-F de B. subtilis), Synbctcons L07419
(Secuencia cosenso para citocromo oxidasas bacterianas), y Baccta M94110 (DNA
fotoliasa de B. firmus). Estos resultados hacen pensar en que es alta la probabilidad de
que los vligos hibriden con el gen ctaC.

Se obtuvieron 0.1 g de células al cosechar los 50 ml del cultivo, con estas se
1lev6 a cabo la técnica de lisado de células y obtencién del DNA total. El rendimiento
final fue de 2.84 pg de DNA por mg de lisado, Esta misrna técnica se llevé a cabo
cuando se utilizé la prensa de RIBI como método de ruptura.

El cociente R260/280 fue de 1.4, lo que indica que la preparacién contenfa
pocas protefnas. Se hizo también un barrido de absorbencia desde 300 hasta 230 ym, y
en el se hallé solo un méximo a 260 mm, indicativo de una preparacién de DNA
bastante limpia (no se muestra). En la electroforesis del DNA total que se obtuvo
(figura 13) se distingue un patrén de corrimiento bastante bueno; se nota que el DNA
obtenido pricticamente no estd degradado, y por lo tanto es de buena calidad. La
digestién del DNA con enzimas de restriccién reafirmé lo anterior, en la figura 14 se
muestra el patrén de corrimiento del DNA digerido. Se observa un barrido muy limpio
y completo, en comparacién al DNA total. Por lo general cuando una preparacién de
DNA no estd lo suficientemente limpia, las protefnas contaminantes en particular las
que se asocian con el DNA interfieren con las enzimas y la digestién no es completa
(Maniatis et al, 1982).

Una vez que se corroboré la calidad del DNA obtenido, se procedi6 a llevar a
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cabo la amplificacidn por PCR. Se hicieron varios intentos, al variar las condiciones
iniciales, por ejemplo la concentracién de Mg2+, la cantidad de DNA y de enzima, la
concentracién de los oligos, y fa temperatura y duracién de cada ciclo. Finalmente se
legé a lis condiciones que se describieron con anterioridad, en las que se consiguié
amplificacién. En la figura 15a se muestra una fotograffa de la electroforesis de la
amplificacién por PCR del DNA de B cereus. En ella se puede notar la presencia de un
fragmento de amplificacién de aproximadamente 315 a 320 pb, que corresponde al
tamaiio esperado de acuerdo a la posicién de los oligos en la secuencia consenso: 310
pb (ver figura localizacién de los oligos).

Después se procedié a extraer el fragmento de DNA amplificado mediante
electroelucién. Posteriormente se realizé una reamplificacién de este fragmento al
usar los mismos oligos, con la finalidad de verificar la especificidad de la
amplificacién y para obtener upa mayor cantidad del fragmento libre de otros
contaminantes y asf utilizarse en experimentos futuros. En la figura 15b se nota la
eficiencia de la reamplificacién del fragmento de 310 pb, indicio de una alta
especificidad de los oligos por esta regién del DNA de B cereus.
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Figura 13. Elsctroforésis del DNA total de B cereus. Corrimiento en agarosa al

1% a 1.5 mA por 2.5 horas. Se aplicaron cantidades crecientes del DNA total de
1ai0pul

2EcoRIHindlll

DNA genomico

DNA gendmico/EcoRi
DNA genémico

DNA gendmico/Hind 11l
DNA gendmico

DNA gendmico/Pst 1

Figura 14, Digestion del DNA total de B cereus. Con cada enzima de restriceion
so digirieron 10 pi de DNA.
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Reamplificacion (B cereus).

PBR322/Hae Il

Figura 15, (A) Amplificacién por PCR del DNA de B cersus al utilizar los oligos
que se disefiaron con COXII CS. Se distingue con claridad la presencia de una
banda de aproximadamente 310 pb que corresponde al tamaiio esperado segtin
la posicién de-los primers. La temperatura de alineamiento fue de 52°C. La
elactroforesis se llevé a cabo en PAGE al 10 %. (B} Reamplificacién del
fragmento de 310 pb. Se repitié el PCR usando como molde una solucién del
fragmento de amplificacién que se racupers.
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V. DISCUSION

Ya se mencioné que los métodos computacionales ocupanun lugar de suma
importancia en el andlisis genético. El acelerado desarrollo de los programas de
computadora para el andlisis de secuencias abre un basto campo de acci6n para hacer
inferencias teéricas sobre la estructura y evolucién de las protefnas. Con el tiempo la
comprobacién experimental de los datos teéricos retroalimentar4 este enfoque. Se sabe
que en la actualidad, la construccién de secuencias consenso, brinda una herramienta
muy itil sobre la cual es posible disefiar experimentos con las cada- vez més
innovadoras técnicas de la genética y la bioquimica.

El nivel de conservacién de la secuencia consenso es bajo, apenas de un 16.4 %,
en comparacién del nivel de conservaci6n de la secuencia del gen para COXI (ctaD)
que es mayor al 47% (Quirk et al, 1993); lo anterior puede explicarse al pensar en que
COXI presenta, en términos generales, una mayor restriccién funcional que COXII
(Babkock y Wikstrom, 1992). La mayor paste de los residuos conservados en la
COXIICS se encuetran hacia el extremo carboxilo terminal de la protefna. En esta
regi6n se hallan los cinco sitios mds conservados de la secuencia, dos de los cuales son
de particular importancia, pues corresponden al sitio de unién al CuA y al sitio de
unién al hemo C. Este mismo patrén de conservacién de COXII bacia la regi6én del
carboxilo terminal se encuentra en otras citocromo oxidasas aa3 de vertebrados,
equinodermos, artrépodos o levaduras (Saraste, 1990), el patrén de conservaci6n que
presenta COXI1I a lo largo de la escala filogenética, habla sobre ¢l papel funcional de
esta region de la protefna. En este momento no es posible hacer una relacién directa
entre la filogenia de los organismos de los cuales se obtuvo la secuencia y el nivel de
conservacién de COXII, como se ha hecho para otros organsimos como es el caso de
Ias angiospermas (De Benedetto et al, 1992). Para tal efecto es necesario contar con
informacién adicional sobre las relaciones particulares entre dichas especies y, ademés,
en un andlisis de este tipo deberfa usarse una protefna que tuviese un mayor nivel de
conservacién como lo es 1a COXIL

En la seccién de resultados se hablé de un INDEL en las secuencias para las
enzimas caa3, lo cual nos indica algin tipo de relacidn filogenética entre las tres
especies que la comparten (B subtilis, T thermophillus ¥ Bacillus PS3). Aunque no se
cuenta con datos suficientes para hacer especulaciones sobre esto, de manera
interesante, se trata de las mismas protefnas (subunidad II) que presentan el dominio
para el hemo c. En relacién a esto se puede pensar en que si se acepta que fa proteina
¢aa3, ha evolucionado por un fendémeno de “"Exon-Shuffling" o "barajeo de exones”
(Dorit et al, 1990), resulta dificil que este tipo de suceso haya ocurrido cuatro o més
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veces de manera independiénte (Li y Graur, 1991). Desde luego que en este caso no se
tratarfa de exones sino de fragmentos particulares del DNA. Por otro lado la carencia
de esta porcién de la protefna en dichas especies, indica que esta regién no es
determinante para la funcion de la subunidad.

Las secuencias con las cuales COXIl CS presenta mayor similitud, son
precisamente citocromos bacterianos, lo cual muestra la confiabilidad del alineamiento.
Es de resaltar que la citocromo g quinol oxidasa ( oper6n cyo) de E coli que es una
protefna lejana, presenta una considerable similitud con COXII CS. Curiosamente no
hay gran simlitud entre COXII CS y la qox Il de B subtilis, y como ya se menciond,
esta dltima carece de sitio de unién al cobre, lo cual concuerda con la observacién de
Saraste et al (1992) de que la enzima ga3 podrfa no ser una citocromo ¢ oxidasa sino
més bien una quinol oxidasa (Babcock y Wikstrém, 1992). Por el grado de divergencia
de las secuencias, es hace claro que los genes para COXH y QOXA son distintos no
solo funcionalemente sino también en su origen. Sin embargo no debemos olvidar que
hay una gran similitud entre QOXB (subunidad 1) y COXI del mismo B subitilis: 48%
(Santana et al. 1992), lo mismo que entre QOXC y COXIII cuya simiitud es del 49%.
Ahora bien, es interesante hacer notar que ambas quinol oxidasas: qox de B subtilis
(aa3), y cyo de E coli (bo3) pricticamente solo difieren de las enzimas aa3 en la
subunidad II, sin embargo, funcionalmente parecen combinar los procesos de
transferencia de electrénes de los complejos bel y aa3 (Musser et al, 1993). Por lo
tanto no es sorprendente que QOXB presente cierta simlitud con la COXII CS; de
hecho serfa interesante pensar en la posiblidad de que la amplia gama de complejos
enziméticos de la cadena respiratoria, no fuese sino el resultado de la combinacién de
distintas subunidades en una sola enzima, o que tal vez las subunidades de varios de
los complejos tengan un origen comiin

En cuanto a la prediccién de estructuras secundarias en la secuencia de
nucleétidos, se puede decir que la cantidad de informacién que nos aporta para hacer
inferencias teéricas, es compartativamente menor que en el caso de los residuos de
aminodcido, sin embargo otros tipos de andlisis, como la deteccién de sitios de
restriccién, resulta de gran utililidad para el disefio experimental, pues adn al
considerar las diferencias respectivas para cada especie, se pueden utilizar como gufa
en la bisqueda de resultados cuando sea necesario hacer digestiones de fragmentos de
COXIL

Los andlisis de estructura secundaria y de hidrofobicidad de la secuencia de
aminodcidos de Ta COXII CS, permitieron la construccién de un modelo bidimensional
para dicha secuencia. Es claro que existen dos sitios predominantemente hidrofébicos
que se localizan en una regién cercana a la regi6n amino terminal, y deben
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corresponder a fragmentos transmembranales de la protefna que forman un asa, cuyo
“codo” o doblez se encuentra fuera de la membrana, pues los andlisis de hidropatia
muestran que esta regién es una zona altamente hidrofilica; este es uno de los sitios
que se pueden usar como determinantes antigénicos en la protefna. El péptido lider se
hace claro no solo por la prediceién de los sitios de corte, sino por la hidrofobicidad
detectada en este fragmento de la secuencia,

El modelo bidimensional que aquf se propone se realizé de acuerdo a la
orientaci6n y el arreglo de los modelos propuestos previamente para COXII en otras
especies por Mather et al (1991) y por Holm et al (1987). En ambos se describe a los
dorminios cataliticos en la parte externa de la membrana. Este modelo, intenta ampliar
las ideas sobre la estructura total de la protefna, asf como las interacciones-especificas
entre los residuos de aminodcidos, por ejemplo de aquellos que se unen a los grupos:
hemo C y CuA. Este modelo no solo se traza la orientacién bidimensional de la
estructura primaria de la protefna, sino que se muestra la posible distribuci6én de las
estructuras helicoidales y de las regiones con conformacién de vuelta, de acuerdo a las
predicciones. En concordancia con el modelo de Holm, el sitio catalftico se define en
un paquete hidrofébico, aunque menos estrecho. Ademds, a diferencia de los otros
modelos, en este se define con més detalle 1a parte del polipéptido que corresponde al
dominio del citocromo ¢ y el sitio de corte del péptido lider. Futuros andlisis
computacionales de las subunidades I y 11 de la citocromo oxidasa bacteriana, pueden
dar lugar a la proposicién de sus modelos de caricatura correspondientes, que al
integrarse al modeto obtenido para COXII contribuya a dar una visién general del
arreglo de las subunidades de la citocromo oxidasa en la protefna funcional.

Es notoria la cercanfa de los sitios de unién del CuA y del hemo ¢, que de
acuerdo a los andlisis de la secuencia de aminofcidos, se encuentran en un paquete
hidrofébico. La cercania de ambos sitios de transferencia de electrones puede estar
facilitando la transferencia de electrones entre ¢l hemo C y el CuA, en una enzima
donde el hemo c no tiene que estar en un polipeptido soluble, pues ya forma parte de la
enzima (Musser, 1993), a pesar de que se encuentran en un ambiente hidrofébico. Un
modelo como el que aquf se propone, puede resultar iitil en el esclarecimiento de la
estructura de esta enzima, y al mismo tiempo explicar el mecansimo de transporte de
electrones. :

Ademis de to anterior los resultados que se obtuvieron con el anglisis de las
secuencias de aminodcidos de la COXII CS se pueden aplicar, por ejemplo, en la
purificacién de la proteina, ya que las regiones antigéicas detectadas se pueden utilizar
para la sintesis de oligopéptidos, que sirvan para la produccién de anticuerpos
(Avrameas et al, 1978). Los anticuerpos a su vez, pueden conjugarse con resinas para
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realizar separaciones en cromatograffa de afinidad, estos mismos se pueden usar para
determinar la orientaci6n correcta de la protefna en la membrana mediante
procedimientos de inmunolocalizaci6n al microscépio electrénico.

La construccién de esta secuencia consenso permiti6 disefiar oligos para PCR.
Se buscé que estos oligos fueran lo mds especfficos posible; se copiaron directamente
de la secuencia consenso y sin degeneracién, en espera de no tener una poblacién
muiltiple de los mismos. Las secuencias de los oligos que se utilizaron se sometieron
a una comparacién en bancos de datos, lo que brinda seguridad en el apareamiento
especifico de éstos con ¢l DNA de B cereus. A pesar de que por su secuencia los
oligos podrfan aparearse con secuencias de otros genes de diferentes organismos,
predomina la similitud con COXII de bacterias.

La obtencién de un fragmento de amplificacion per PCR fue diffcil, se
modificaron las condiciones hasta que finalmente se logr6 obtener un fragmento que
corresponde al tamaiio esperado, segiin la localizacién de los oligos en la secuencia
consenso. En la amplificacién se detectan algunas bandas de tamafio diferente que
pueden resultar de alincamientos inespecificos, sin embargo la banda de interés es la
mayoritaria, y es la que se consider6 como resultado de la amplificacién de un
fragmento de la citocromo oxidasa. Ademds hubo una buena reamplificacién del
fragmento lo cual indica que los oligos se unen a este con una alta especificidad. Esta -
reamplificacién se puede considerar como un resultado a favor de que la banda de
amplificacién que se obtuvo corresponde a la- COXII de B cereus.

La confirmacién de estos resultados deberd esperar hata que se conosca la
secuencia del fragmento que se amplificé. El siguiente paso en este trabajo deberd ser
clonar y secuenciar dicho fragmento, primero para confirmar los presentes resultados,
y segundo para disefiar experimentos que permitan obtener la secuencia completa del
gen para COXIL Por cjemplo se podrdn intentar procedimicntos de PCR inverso
(Ochman et al, 1990) para la amplificacién de secuencias no codificantes en 5' 0 en 3'
que permitan obtener las regiones regulatorias del gen. Por otro lado, el fragmento de
amplificacién, se podrd usar como una sonda especffica para experimentos de mapeo
génico en "Southern blot", o bien, mediante el uso del "Northern blot®, se podrd
explorar el desarrollo de los cambios en los patrones de expresién del RNAm que
suceden durante la esporulacién.
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