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INTRODUCCION

Diferenciacion celular

El estudio de la célula como constituyente esencial de los sistemas biol6gicos, nos
ha permitido conocer una gama de procesos sorprendentes que en ella se llevan a cabio.
Uno de tales procesos es la diferenciacién celular,

La diferenciacién celular incluye una serie de transformaciones que sufren fas
células para realizar una funcion especializada.

Los mecanismos de diferenciacién se presentan en la mayorfa de los organismos,
Son fundamentales en las primeras etapas del desarrollo embrionario y tambicn, son
esenciales para In sobrevivencia de seres unicelulares como las bacterias.

La variedad de los distintos procesos de diferenciacin celular que existen en los
OrgAnismos vivos ¢s enorme.

Aungue se conocen algunos aspectos de como se lleva a cabo la diferencincion
celular en microoorganismos, todavfa no se logra describir en detalle el mecanismo del
proceso que conduce a que los sistemas biol6gicos se diferencien.

El tratar de saber mds a cerca de la diversidad y naturaleza de lus procesos de
diferenciacion celular como fendmeno biol6gico, es causa de que se realicen varias
investigaciones en esta drea de Ia ciencia.

Llevar a cabo estudivs de diferenciacién celular en microorgahismos resulta nienos
complicado que en otros sistemas bioldgicos, ya que ¢ proceso puede inducirse
focilmente, ¢s relativamenie rdpidy y generalmente se prestan para su manipulacion
fisiolégica y genética.

Los modelos experimentales con Jos que mds se ha trabajado para realizar estudios
de diferenciacién son bacterias como Bacillus y Clostridium, hongos como Aspergillus y

Newrospora y protoctistas del género Dictyostetium'y Volvox.



El ciclo de vida de Bacillus cereus commo modelo de diferenciacidn celular

La endospora bacteriana fue descrita de manera simultanea en 1876 por Ferdinan
Cohn y Robert Koch (Brock, 1961). A partir de entonces ha sida motivo de un gran
interes el estudio de sus propicdades, asf como del desarrollo de los fendmenos previos a
su fornacién y gorminacion,

La formacion de esporas s¢ da en varios grupos de bacterias, tanto en tas Gram®
como Grant'. Entre las Gram® Ia espora es ttamada endospora porque se desarrolla dentro
de 1a célula madre, En las etapas tempranas de la esporulacién se presenta divisién celular
asimétrica que da lugar a una célula pequeiia que legard a ser la espora y que persistird y
una célula mds grande, la célula madre que eventalmente desaparccerd al - lisarse
(Dworkin, 1985).

Son numerosas las bacterias Gram* que generan endosporas, como parte de este
grupo se encuentra el género Bacillus que ha recibido la mayor atencidn. Estos son
organismos con forma de bastén, de 2 a 7 um de longitud y 0.3 a 1,2 unt de didmetro,
Generalmente presentan movilidad por flagelos peritricosos (Claus y Fritze, 1989). Todos
son acrdbios quimiotréficos y se pueden encontrar en ¢l aire, agua y suelo (Harwood,
1989). Algunas especics coma Bacillus subtilis o Bacillus megateriom, pueden crecer en
un medio simple que conticne dnicamente glucosa y pocas sales, mientras que otros tienen
requerimientos extremadamente complejos o bient 1os hay que no pueden ser cultivados en
un medio artificial (Dworkin, 1985).

Desde 1950 Iz esporulacién bacteriana en Bacillus se ha utilizado como un sistema
modelo para amalizar los procesos de diferenciacién en organismos procariotos (Do,
1989). El género Bucillus presenta un ciclo de vida corto, del que se tiene un
conocimiento detallado, es de fécil manipulacin, es posible trabajar con una etapa
determinada de desarrolfo y permite aislar a la endospora de la célula madre y estudiar los
compartimentos durante la esporulacion (Andreoli ef al, 1973),

La mayorfa de Jos conocimientos que se tienen acerca de los mecanismos que
intervienen en los procesos de la esporulacion y la germinacidn, asf como  los factores que

determinan las  propiedades de las esporas se han obtenido de algunos sepresentantes del



mismo género, en las cuales dichos procesos y factores son similares (Sctlow, 1981). Los

Bacithes mds estadiados son B. subtilis, B.megaterinm, B. wuringiensis y B. cereus.

Cicto de vida de Bacillus cereus

Etapas lag y log

Un cultivo de Bacillus monitoreado a partir de un indculo de bacterias en
crecimiento logarftmico presenta diferentes etapas (Fig. 1). La primera de ellas es 1a etapa
denominada lug, que corresponde al acondicionamiento de Jas células al medio. No hay
crecimiento bacteriano. Posteriormente, dedido a la abundancia de nutrimentos la
poblacién crece en forma exponencial (Fig. 1, ciclo a). A esta etapa se le denomina
logarftmica (log) y se caracteniza porque las bacterias presentan una tovilidad mfnima y se
organizan en cadenas, para formar filamentos largos, En el caso de B. subrilis se registra
un rftmo de crecimiento de 30 minutos por geaeracifn si ¢l medio en que crece es
complejo y cerca de 45 minutos si es un medio minimo de glucosa y sales (Dworkin,
1985).

A lo largo de la fase log se encuentran reprimidos los genes que codifican para la
sitesis de las enzimas del ciclo de los dcidos tricarboxflicos (ATC). De tal forma que
cuando Bacillus crece en un medio con glucosa, hay una acumulacién de piruvato y
acetato Jo que provoea que el pH alcance valores entre 5y 6 (Hanson e af, 1963) .

La disminucién de nutrimentos en el nedio s una condicién desfavorable para ¢l
crecimiento del cultivo y provoca que Ias células desarrollen una serie de respuestas que
Jes evitan Ja inanicidn y las capacitan para que resistan por periodos largos sin nutritentos

(Freese, 1981), (Fig. 1, ciclob).



Figura 1. Clclo de vida de Bacillus cereus. Bacilius en ctapa vegetativa tiene la
capacidad de crecer y dividirse en dos céulas, de esta forma ef tamaflo de Ia poblacién amnenta
logarftmicamente (ciclo a de la figura). Esle crecimienlo se mantiene si las condiciones de
nutimentos en ¢] medio son Optimas; de lo contrario, Jas baclerias cntran al proceso de
esporulacidn (ciclo b de la figura),

Se detiene su reproduccién (0) y se dan una serie de cambios bioguiimicos previos a fa
esporulacién. El DNA se organiza en un filamento axial () y se condensa asimetricamente, con
ésto se facilita Ta septacion en uno de los polos (Ha). EI septo se autolisa y Ia célula madre
prolonga su citoplassna para envolver 2 12 preespora (b y ¢), La endospora se encuentra dentro de
la céluta madre y crece (1), Comienza a formarse la corteza (1V), Ja cubiesta (V) y se completan
Tos tegumentos que recubren a Ta espora (V). Al final la célula madre se lisa y deja en libertad a la
espora (VII). Esta dltima, si encuenira las condiciones adecuadas, germina (g) y asf de completa ¢l
ciclo. Modificado de Freese y Helnze, 1983,



Esporulacién

En esta ctapa Ia bacteria inicia una secuencia de procesos que dan como resulado
la formacidn de una espara. La fase de esporulacion puede ser constderada como la dltima
opcién que ticne Ja célula de responder a la privacion de nutrientes (Doi, 1989).

El proceso completo generalmente dura de 6 a 8 h bajo candiciones de crecimiento
en ¢l laboratorio. Para su estudio el proceso de esporulacion se ha dividido en sicte etapas
basadas en los cambios citolGgicos que se dan durante Ja formacion de 1a espora (Fig. 1b).
Cada fase de desarrollo ocurre en un tiempo determinado, asf la etapa 1V tendrd cerca de
la cuarta hora (1) a partir de que se inicid el proceso de esporulacidn,

Etapa 0, 10 o cstacionaria: s¢ df al final de la fase de crecimicnto logarftmico,
aproximadamente a los 30 minutos después de que ¢} cultivo alcanza ¢l pH mfnimo
(Freese y Hainze, 1983). El crecimiento de la poblacidn se detiene y se empiczan a dar los
primeros cambios fistolégicos que desencadenan ¢l proceso de esporulacién (Do, 1989).
Uno de cllos es la sintesis de flagelos que les permite a los Bacillus buscar los escasos
nutrimentos que todavia se encuentran en el medio y responder quimiotdcticamente a
ellos. La mayorfa de las cadenas de bacterias desaparecen al aumentar la capacidad de
movimiento de las células (Fig. 2).

Asi mismo cn esta ctapa se induce la activacion de los genes que codifican para la
sintesis de algunas enzimas intracelulares, como las que participan en el ciclo de los 4cidos
tricarboxflicos, y otras extracclulares, por cjemplo, proteasas, nucleasas, amilusas,
fosfalasas y otras enzimas hidrolfticas (Priest, 1989). Esto permite que las células
obtengan energfa a partir de otras fuentes de carbono, como fos dcidos orgdnicos
presentes en el medio. Producto del consumo de tales dcidos el pH del cultivo aumenta
hasta alcanzar valores cercanos a 7 (Sharp, 1989). Al mismo tiempo las enzimas
extracelulares actdan sobre polfmeras y sustratos que se encuentran en su microambiente
pard proporcionar a la ¢élula mondmeros metabolizables como nutrientes (Doi, 1989).

Si la fucnte de alimento oblenida de esta manera no es suficiente las bacterias

estardn destinadas a scguir el curso de la esporulacidn,



Etapa o 11: el DNA se organiza en forma de un filamento axiad a lo largo de la
célula 1o que afecta al proceso de tabicacidn simérica caracterfstico del crecimiento
vegetativo de s bacterias (Lutkenhaus, 1994).

Etapa 1t o 12 al Negar el cullivo a esta fase, ya no cs capaz de reverlir a la etapa
de crecimiento logarftmico aunque se fe adicionen nutrimentos al medio. En #2 una copia
de todo ¢l DNA de las bacterias se condensa asimétricamenie en uno de los polos y se
permite asf Ya formacidn de un sepio asimétrico que divide a la célula en un porcion
pequeila, que originard la preespora y una méds grande, correspondiente a Ia célula madre
(PiggoL  1994). El septo desaparece por auldlisis y como resultado se presentan dos
compartimentos independientes delimitados cada uwno por una membrana plasmética, La
célula madre prolonga su citoplasma y con éste envuelve el cuerpo de la precspora.

Elapa 11l o 13: la célula madre cubre completamente a la preespora y de esta
manera la Heva a residir en e} interior de su ciloplasma y a adquirir una membrana
adicional con pataridad invertida (Freese y Heinze, 1983),

Etapa IV o #: se inicia la formacién de 1a corteza enire Ja membrana interna y
externa de Ja endospora, lo que influye en que se de la refractabilidnd (Fig. 2),

Etapa V o 15 s¢ depositan las protefnas que formardn la cubjerta sobre la
membrana extemna de la endospora.

Durante las clapas posteriores s¢ refuerzan las capas de la endospora hasta
completar su maduracién y capacilarse para resislir las condiciones adversas que et medio
le imponga cuando la célula madre se destruya (Doi, 1989).

La esporulacion es mds eficiente y sincrénica cuando las células han crecida en un
medio rico en nutrientes, por un minimo de seis a siete genceraciones anies de que

comience el proceso,
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Figura 2, Fotograffa de Bacillus cereus en diferentes etapas
de esporulicién, Microsenpla electrdnica, Instituto de Flslologfa
Celular, UNAM,



Esporalibre

La espora libre es una célula resistente a las condiciones extremas del medio y se
encuentra en un estado de minima actividad metabdélica.

El citoplasma de la espora contiene enzimas solubles, metabolitos, cidos nucleicos
y se caracleriza por tener concentraciones extremadamente altas de Ca*' (1 a 3% del peso
seco de la espora) y de 4cido dipicolfnico (10 % del peso seco de la espora), mds protefuas
de bajo peso molecular que representan del 40 a 50 % del total de protefnas presenles en
¢l citoplasma (Gould, 1983).

La primer capa que delimita al citoplasma es 14 membrana interna de la espora,
Inmediatamente hacia afuera de &sta se encuentra la pared de la célula genminal, que
consiste de peptidoglicanos y que dard origen a la pared celular de la bacteria (Archibald,
1989), Sigue la corteza, que cstd constiluida también por peptidogiicanos modificados,
que contiene aproximadamente un 55% de unidades de lactama del dcido murdmico
(Dworkin, 1985), (Fig. 3).

Luego sc presenta Ja membrana extema de la espora, que liene polaridad inversa a
la de la céluta madre.

La siguienic capa, es Ja cubierta, Se divide en interna y exlerna, consisie
principalmente de polipptidos con un peso molecular de alrededor de 13 kDa (Hanson,
1979)

Por ltimo estd ¢l exosporio, que en B. cerens es una capa delgada compuesta
quimicamente de protefnas, polisacdridos, Ipidos neutros y fosfolfpides (Matz et al,
1970), (Fig. 4). La parte protefca de esta capa tiene un bajo conlenido en cistefna 2
diferencia de la parte externa de la cubierta que es rica en ese aminodcido. Las prolefnas
del exosporio son altamente resisientes a la actividad de las enzimas proleolfiicas.

La espora libre tiene la capacidad de permanccer en latencia durante un tiempo
indefinido. Pero si las condiciones del medio son favorables al crecimiento, Ja cspora

germinard,
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Figura 3. Esquema de una espora de Bacillus cereus.
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Figura 4, Fatograffa de una espora en ¢f tnterfor de la
célula madre, Microscopfa electrénlen, Instituto de Fisiologfa
Celular, UNAM,



Germinaeidn

La germinacidn es el proceso a partir del cual unia espora se transforma en una
célula vegetativa, Convencionalmente la germinacidn se ha dividido en tres etapas: 1)
activacidn, 2) iniciacién o germinacidn y 3) expansion (Setlow, 1983),

En la activacién la espora sufre ciertos cambios que facilitan la respuesta de I
¢dlula hacia Jas condiciones del medio favorables para germinar. Este proceso reversible se
produce por tratamiento con calor, detergentes, radiacidn ionizante, exposicién a pH bajos
o agentes reductores (Keinan ef af, 1964). Las esporas que han sido almecenadas durante
un tiempo prolongado no necesitan ser activadas para germinar (Dworkin, 1985).

Lainiciacién 6 germinacion s wn proceso irreversible que incluye la conversion de
una espora activada a una célula que ha perdido fas propiedades fisiolégicas caracterfsticas
de la célula en estado latente.

La gesminacidn se puede inducir por diversos tratamientos como la exposicion a
nutrimentos, enzimas, diversas sustancias y factores ffsicos. La variacién en los agentes
especificos que desencadenan la perminacién en las diferentes especies de esporas
activadas es muy grande. Por ejemplo s¢ pueden mencionar: azdcares (glucosa, fructosa),
aminodcidos (alanina, leucina, prolina), purinas (adenosina), enzimas hidrolfticas
(lisozima), sales (calcio-dcido  diplicolfnico, bromuro de  potasio), detergentes
(dodecilamina), presiones elevadas y abrasion, entre otras (Setlow, 1981).

Un solo compuesto como L-alinina, ribosa o glucosa son suficientes para una
gesminacién Gplina en muchas especies. Sin embargo, las esporas de otras especies
requieren de  mezclas de los germinantes para wna rdpida y completa iniciacién de la
germinacion,

Todo ¢! proceso, desde la adicién de germinantes hasta la obtencidn de la célula
vegetativa, puede tomar de 40 a 100 minutos, segiin del medio en que se germine (Setlow,
1981),

Una vez expuestas u los genminantes, las esporas activadas pierden la capacidad de

resistir el calor, excretan el calcio y el deido diplicolfnico almacenados (Scott y Ellar,

10



1978). Posterionmente se degradan los peptidoglicanos de la corteza lo que posiblemente
conduce a la pérdida de la refringencia (Hashimoto er al, 1969), asf come de Ja resistencia
a radiaciones UV. Todos estos electos se producen ripidamente, a los cinco minutos de
haher agrepado Jos germinantes (Setlow, 1981). La degradacion de tus peptidoglicuos,
Ifpldos, RNA y protefnas ocurre también durante Jos primeros minutos y se prolonga
durante todo ¢} proceso (Setlow, 1983). Posteriormente entra agua a ta célula y se hincha,
¢l metabolismo se activa por inicio de la respiracién y hay acumulacion de compuestos de
alta energfa.

La 6ltima etapa con Ja que sc completa el ciclo de vida es la expansién. Se forma Ja
pared celular y s inicia la sfntesis del DNA. Con ello comienza nuevamenie ¢l crecimiento

logarftmico.

Especles de oxigeno reactivas y sistemas bioldgicos

El dioxfgeno (O,) cs esencial para el mantenimiento de fa vida en los organismos
gerobios y su ausencia produce Ja muerte de los mismos. Sin embargo, para las células ¢l
dioxfgeno resulta altamente 16xico, debido a la producci6n exagerada de especics reactivas
como ¢l oxfgeno en “singlet”, ¢l perdxido de hidrégeno y los radicales superéxido ¢
hidroxflo,

La molécula de dioxfgeno puede ser considerada como un birradical debido a los
dos electrones desapareados que se encuentran en sus dllimos orbitales (Fasr y Kogoma,
1991) (Fig. 6). La disposicién paralela que presentan dichos electrones confiere al (0,
menor habilidad de aceptar un par de electrones de otra molécula en la que estos s¢
encuentran antiparalelos. Asf la reduccidn def oxfgeno se retarda por la aceptacion de
electrones de uno en uno y genera especies de oxfgeno reactivas (EROS) como se observa

en la figura 5 (Halliwell y Gutieridge, 1989).
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Figura 5, Especies de oxigeno reactivas que se forman al reducivse el dioxigeno

El O, puede también aumentar su reactividad si uno de los clectrones solitarios
absorbe energia e invierte su rotacion generando asi una especie reactiva conocida como

oxigeno en “singlet” o singulete (Fig. 6)

Existen dos tipos de oxigeno singulete, el sigma (X) que tiene electrones
desapareados debido a lo endl es un radical libre a diferencia del delta (A) que tiene todos
sus electrones formando pares y no ¢s un radical (Fig.6). El singulete sigma presenta una
vida media corta y decae en la forma delta (A) o en el estado basal 301, debido a esto la
especic A jucga un papel importante en fos organismos.

El radical superoxido (05°-) no es muy reaetivo, sin embargo, es potencialmente

dafiino debido a la capacidad que tiene indirectamente de originar especies como el
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radical hidroxflo (HOs), E Op*« al disnitar produce H0), y éste dltimo puede generar

HO.,

El H,0; no ¢s un radical libre sin embargo es una especie reactiva de oxfgeno con
capacidad oxidante débil. Difunde y cruza membranas facilmente y tene la capacidid de
reaccionar con ¢l Fe™ y Cu* formando radicales hidroxflo, Fenton en 1894 describié fa

reaceién: Hy0p + Fe?* = Fe® + HO» + Ol

El H,0; también puede sulfrir fisién homolflica por accidn de radiaciones
ionizantes, cidor v otro tipo de enegfi y originar HO®

El HO® es la mds tdxica de las EROS. Es un radical libre que reacciona a una
velocidad muy alta con casi thdas tas motéeulas que forman a los organismos,

Orbital
o2
x2p HES TS
"2 S T T SN 9B R 1) N
o2p . R M 1 U
25 1 14 S8 S
%0 Tl % {y} BE K
ols ) i N STOR
ols S aL 1l Exn 1 #
0, basal Singulete 0, Superdrida ion Pecoxido  Singulete 0,
(Lg0,) (Ag0,) (©,) ©))  (£g+0)

Flgura 6, Estructura electrénica de lus especles retctivas generadas a parlic de fa moléeula
de dioxfgeno (Hatlwell y Gutterbidge, 1989},
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Produccién de EROS en los sistemas hioldgicos

Las EROS son praducidas en los seres vivos camo resultado del metabolisimo,

En la foracion ded oxfgeno singulete cn los sistemas vivos participan moléculas
camo pigmentas de la reting, closofila a y b, riboflavina y sus derivados FMN y FAD,
bilirrubina y parfirinas. Estas moléculas son capaces de absorber la luz de cierta longitud
de onda, lo que provoca la excitacion de sus clectrones periféricos, 1o energhy asf
ablenida puede ser transmitida a moléculas de dioxfgeno vecinas lo que produce cl
cambia de giro de uno de sus clectrones y origina el singulete,

La fomacion del radical superdxido in vivo lambién se di por la accin de
diversas enzimas como fa xantina oxidasa, la aldehido oxidasa, 1o galactosa oxidasa, la
indolamina oxigenasa y la nitropropano dioxigenasa entre otras (Halliwell y Gutteridge,
1989).

Probablemente la fuente mds importante de produccién de O,°- en la mayorfa de

las células acrobias es la cadena de transporle de electrones. A través de ella, son
acarreados cvatro electrones al complejo citocromio oxidasa para reducir una molécula de
dioxfgeno a dos de agua,

Dusante ¢i transporte en algunos clementos de la cadena, principalmente ¢n los
complejos NADH-coenzima Q reductasa y en las dos formas reducidas de fa coenzima Q
se produce una fuga de clectrones (autoxidacidn de semiquinonas), que redveen
univalentemente al dioxfgeno y originan al superéxido. Asociadas a esle mecanisma se
encuentran enzimas que degradan ¢l O~ y producen H,0, ¥ O, .

La facnie principal de produccion del H,0, es la dismutacion del radical
superoxidu, reaccién intracelular catalizada por la superdxido dismutasa, La seduccidn
divalente del dioxfgeno para formar peréxido de hidrégeno ocure en los peroxisomas,
orgdnulos celulares especializados que liene enzimas del tipo de las peroxidusas,
oxidasas y la catalasa. También s¢ forma el H,0, por la accidn de enzimas como la
glicolato oxidasa, D y L-aminoficido oxidasa y uralo oxidasa durante la B-oxidacion de
los dcidos grasos de cadenas largas. en la siniesis del colesterol y de las purinas, en ¢l

catabolismo de fos aminodcidos, ¢l metabolismo del glicolato, a fotorrespiracion en ks
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plantas, la fagositosis y la fotosfntesis. Tgual que ¢l O, ¢l 1,0, es producido por

reacciones fotoquimicas del agua.

Mecanismos de transformacién de las EROS en los sistemas biologicos

Las células presentan mecanismos que les permiten contrarrestar los dafios
producidos por las EROS. Los principales mecanismos de defensa antioxidante son:
1) Barreras fisiolgicas que confrontan el paso de dioxfgeno ambiental al interior
las células.
2) Enzimas antioxidantes especificas que se encargan de destruir répidamente las
EROS como la superéxido dismutasa, la catalasa y la glutatién peroxidasa.
Las superoxido dismutasas (SOD) se prescntan en casi todos los organismos,

La reaccién de dismutacién que Ia SOD lleva a cabo es la siguicnte:

% .l “
%N & wel W <& W
El H,0, es climinado con la participacién de dos tipos de enzimas, las catalasas, que
reaccionan de la siguiente manera

B 3 o * ~
H

y peroxidasas, que actuan segidn la siguie‘ntc reacci
El HO"® reacciona tan rdpido que es practicamente imposible que exista uma

A .

enzima que fo metabolice, de ahf la importancia de los mecanismos que previenen sit
formacion tales como el climinar el Q= y ¢l H,0, el evitar que lraya fierro y cobre
libres y el acumular compuestos anlioxidantes.

) La vitamina E (o y B- tocoferoles), la vitamina C (dcido ascGrbico), los
carolenos (B-caroteno, cantaxanting, lutefna, licopeno), el glutatidn, tos ubiquinoles, la

bilirrubina y el urato, entre otros presentan actividad antioxidante en las células.



istrds oxidativo y dafos producides por las EROS en los sistemas
bioldgicos.

Cuando se produce un deshalance entre la formacion de las EROS y la capacidad
de las células para neutralizarlos mediante las defensas antioxidantes, se genera un
auntento en la concentracién basal de las EROS lo que se define como estrés oxidativo
o estado hiperoxidante,

La sobreproduccién de EROS puede causar graves dados cejulares, que
dependeran del tipo de especie que se presente. ELHO® es el principal agente que afecta
a las clulas, reacciona con fas lecitinas de las membranas desencadenando la
lipoper6xidacion. También ataca azicares como la desoxirribosa que forma parte del
DNA, producicndo una gran varicdad de productos mutagénicos. Interacciona con los
anillos aromdticos de las bases pdricas y pirimfdicas del DNA y RNA. Esto conduce a

que la sfutesis, estructura y funcidn de las protefnas se vea alterada, asf como lambién la
nctividad de las enzimas que participan en las procesos melabélicos. Ademds et HO
reacciona con cualquier molécula vecina y genera diversos radicales de reactividad
variable.

El H,0, puede oxidar grupos tioles, piruvato, cetodeidos e incluso algunas
protefuas. La gliceraldehfdo 3 fosfato deshidrogenasa que ¢s una enzima que participa en
fa vfa glucalftica es inhibida por 1,0, Grandes ddsis de perdxido de hidrégeno afectan Ja
sfntesis de A'TP por inhibicidn de I glucélisis.

E1O,*- en sotuci6n acuosa es un débil agente oxidante de deido ascorbico, catecol
y o-locoferoles. Puede oxidar lentamente grupos tioles presentes en aminodcidos que
forman a las protefnas.

El oxfgeno en “singlet” difunde a corta distancia y puede ntacar moléenlas

fotosensibles como algunas hemoprotefnas, porfirinas y Navin-protefnas.



Diferenciacion celular y estrés oxidativo

Actuaimente se platea que a diferenciacion celular se da como consecuencia de fa
expresion secnencial de ciertos genes que en la céluly indiferencinda se encontraban
apagadas. Sin embargo falta por determinar Ja scrie ¢n Ja que se activan los genes, e
decir el programa de expresién génica y las fendmenos que desencadenan la activacion
del mismo.,

En respuesta al dltimo punto Hansberg y Aguirre (1990) elaboraron In “teoria de
Ia evasién del dioxigeno” que pretende de modo general explicar la diferenciacién
celular microbiana,

La “teorfa de In evaslén del dioxigeno” propanc que las transiciones entre los
estados fisioldgicos estables se dan a través de un estado hiperoxidante.

Los estados estables s¢ manticnen al evitar que aumente la concentracién
intracclular  de especies reactivas del axfgeno, Para ello la célula debe mantener un
equilibrio entre 1a cantidad de acarreadores de clectrones en estado reducido (poder
reductor XH) y la concentracién intracelular de dioxfgeno. El estado hiperoxidante se
genera cuando se rompe este equilibrio debido a factores como:

1) un aumento sibito en fa entrada de diox(geno ambiental;
2) una disminuci6n brusca en Ia entrada de dioxfgeno;
3) Ia inhibici6n de 1a cadena respiratoria;
4) fa disminucién del poder reductor por falta de nutsientes o por la presencia de
sustancias oxidantes;
5) un incremento de Jas especies reactivas de oxfgeno provenientes del metabolismo
celular, por efecto de radiaciones, particularmente de luz azul y ultravioleta;
6) Ia falta de mecanismos antioxidantes eficientes;
7) un incremento de las especies reactivas de oxfgeno provenientes del exterior,
El estado hiperoxidante aunque se genera en condiciones fisiolGgicus, es un
estado inestable que dura pocos minwlos durame los cuales la célula no puede crecer.
Para compensar cl estado hiperoxidante la célula debe aumentar su capacidad para
reducir al dioxfgeno, o bien disminuir la entrada def mismo. Cuando sucede lo primero,
la célula regresa a su estado estable amterior, esto es , la célula se ha adaptado a
17



condiciones mds oxidantes. Cuando reacciona evadiendo rdpidamente ¢l diox{geno, lIa
célula ulcanza un estado estable diferente, producto det cambio de la organizacitn
morfalégica y funcional de la célula debido a la oxidacidn masiva de los componenies
celulares; en este caso lo que ha ocurrido es un proceso de diferenciacidn celular. Si no
puede compensar rdpidamente ¢! estado hiperoxidante, 1a ¢élula muere.

Para recuperar la estabilidad y mantenerla, la célula tiene que ajustar su capacidad
de reduceir al dioxfgeno, de gencrar poder reductor y sus nrecanismos antioxidantes
(Fig.1).

C
02
C,N, P
A B
evasion del
‘HO ] >
0, ambiental
0, 11,0
(10) C,N.P

Figura 6. Diagrama del ciclo de vida de un microorganismo de ncuerdo n la teorfa de
Hanslrerg y Aguirre 1990. Los simbolos: C, N, P fuentes de carbono, nirégeno y fosfato; XIi,
acarreadores de ctecirones reducidos; X, acarreadores de electrones oxidados; HO, estado
hiperoxidante; (i10), posible estado hiperoxidante,
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Si tomamos en cuenta la hipéiesis de Hansberg y Aguire (1990),  podemos
plantear que la tension oxidativa generada por Ta falta de nutrimentos posiblemente
inlluya en el proceso de diferenciacion celular bacteriana, al determinar ki transicion
entre ¢l estado estable de crecimiento y el de la espora. Ademds, li actividad de la
catalasa como un eficiente mecanismo antioxidante con que cuentiin las células, se verd
modificada a lo largo del proceso de la diferenciacion bacteriana, al ajustar su capacidad
catalftica para contrarestar eficientemente as diferentes candiciones de tensidn oxidativa

que se desarollen intracelularmente,

Caracteristicas bioquimicas de la catalasa

La catalasa es una hemoprotefna que se encuentra en Ta mayorfa de s células
acrobias, desde mamfferos, plantas, hasta microorganismos (Deisseroth y Dounce, 1970);
con excepciones como en Bacillus popillica, Mycoplasma pneumoniae, Euglena sp.,
Gleocapsa sp. y varios pardsitos helmintos. Algunos anaerobios estrictos como
Propionibacterinm shemanii, Acetobacter peroxidans y Shigella dysenteae sf presentan
catalasa (Halliwelt y Gutteridge, 1989).

El origen de esta enzima  se remonta probablemente a hace 2 mil millones de
aftes, cuando la atmésfera cambid de reductors a oxidante. A partir de entonces, los
sistemas bioldgicos gue desarrolliron mecanismos para neutralizar los efectos téxicos de
las ERQS, gencradas al participar el oxfgéno en la cadena transportadora de electrones,
experintentaron una wayor adaplabilidad y profiferaron en el medio (Ossowski er al,
1983),

Las catalasas son up grupo de protefnas altamente conservadas. La forma més
comdn, tanta cn eucariotos, camo en procariotos s una hemoprotefna tetramdrica de
subunidades idénticas de 60 kDa. Como grupo prostético cada mondmero tiene vpida un
protohemo 1X (Sharma er «l, 1989)

Algunas excepeiones a lo anterior se presentan en Escherichio coli (Lowen

Switala, 1986; Chui et al., 1989) y Bacillus subrilis (Locwen y Switals, 1987°, 1988), sus
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catalasas son hexamdricas ademds de presentar un hemo d-isdmero ent lugar de un
protohemo una de sus isoenzimas. Esto dltimo también sucede en Newrospora crassa
(Jacob y Orme-Jolinson, 1979). Las catalasas de Escherichia coli tienen subunidades de
mayor tamaiio (Clairborne y Fridovich, 1974; Loewen y Switala, 1986). Lacrobacillus
Pantarum (Kono y Fridovich, 1983) y Thermoleophilum album (Algood y Perry, 1986)
tienen como cofactor manganeso ¢n fugar de hierro. Este es un grupo de catalasas
diferente, sin hemo.

La estructura de la catalasa del hfgado de bovino y la de Penicillium vitale
(Sharma, 1989) se ha determinado a una resolucién de 2.5 Ay 2.0 A respectivamente

Las catalasas en general son inhibidas por azida, cfanuro y 3 amino-1, 2, 4 triazol.

El mecanismo de reaccién de la catalasa ocurre en dos pasos. El primero conlleva
ala formneidn de un complejo primario entre el per6xido de hidrdgeno y el hierro que se

encuentra en ¢l grupo prostético

e % | *‘{Yi«.‘ 3 M 4%

it % &
Este complejo reacciona con una segunda moléeula de perdxido de hidrdgeno

para formar los productos agua y dioxfgeno y generar la enzima libre,
¥ e R ; 'Y
: T< ;

¥ 5 A At
Lu capacidad para catalizar la destruccidn del peréxido de hidrdgeno en la

reaccidn catalflica anterior, es una propiedad exclusiva de la catalasa y, en comparacion
con la actividad peroxidativa, se lleva a cabo a una velocidad extraordinariamente atta

(Dounce, 1983).

Expresién diferencial de las isoenzimas de catalasa en algunos procesos
de diferenciacidn

Se ha encontrado que durante las diversas etapas del ciclo de vida de varios
organismos, tunto cucariotos como procariotos, se presenta mas de una catalasa,

Redinbaugh y colaboradores (1990) demostraron  que en ¢l mafz existen
isoenzimas de catalasa. Los RNA mensajeros que codifican para las diferentes catalasas

s¢ encuentran en distintos tejidos de la planta. EN mensaje que corresponde a la carl lo
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encontriron en el escutelo, endospermo, grano inmadura, hojas y epicotiledones. El de
la ei2 se detectd en el escutelo después de ta germinacion y en bajas concentraciones en
hojas y epicotiledones. EY mensaje de ta caed estuvo presente en epicotitedones, hojas y
escutelo.

Se han reportado dos genes de catalasas en Aspergillus niger. EJ carR (clonada y
secuenciado) y catd que se aistd por hibridacidn cruzada con el gen de catatasa CTA7 de
levadura, Este gen parcce estar en Jos peroxisomas debido a que su expresion es inducida
por dcidos grasos (Fowler et al, 1993)

En Aspergillus nidulans existen por fo menas dos genes de calalasa cuya
expresién se regula diferencialmente durante el desarrallo. Una caialasa se presenta
durante el crecimiento y fa otra se induce en la esporulacién. De esta ditima el RNA
mensajero  y la prolefna correspondiente se encuentran acumulados en las esporas
(Navarro er al, 1996).

En Neurospora crassa s¢ han reportado wes catalasas. La Carl presente dusante ¢l
crecimiento rdpido del micelio. La Car2 se expresa en la fase estacionaria y ¢n niveles
bajos en las conidias. Las Car3 ¢s predominante en las esporas asexuales (Chary y
Natvig, 1989). Liedias y Hansherg en trabajos realizados recientemente han determinado
que posiblemente s6lo existan dos catalasas en Newrospora crassa Catl 'y Car2. La
primera siempre estd presente y es la isoenzima predominante. Car2 ¢s una catalasa que
se forma durante la tensién oxidativa y formacién de los confdios. Al oxidarse tanto
Carl como Car2 s¢ generan otras enzimas activas (Lledfas y Hansberg, en preparacion)

En Saccharomyces cerevisige hay evidencia genftica de dos catalasas (Zitonier y
Lowry, 1992). La catlasa tpica, Hamada CTT/ que cs citosélica y fa regulan varios
factores como ¢l cobre, la hiperosmolaridad, el choque de calor, ¢l oxfgeno a través del
grupo hemo y Ia limitaccién de nutrimentos mediante ¢! AMP cfclico (Belazzi et al.,
1991; Jungmann et al., 1993; Schulier er al., 1990). La catalasa atfpica CTAJ es
peroxisomal y la regulan los dcidos grasos y el oxfgeno a través del grupo hemo (Zitomer
y Lowry, 1992).

En Escherichia coli se ha encontrady dos catalasas que se  expresan
diferencialmente durante el cicla de vida de la bacteria y responden a diferentes
estimulos (Locwen et al, 1985). La P se induce durante el crecimiento logarfmico y
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se sobreexpresa por per6xido de hidrgeno o ascorbato. La HPIT se induce en ta fase
estacionaria (von Ossowski et al,, 1991) por tensidn metabdlica (stress) muricional

(Hengge-Aronis, 1993; Lowen y Triggs, 1984).

Catalasas en Bacillus

En B. subtilis Loewen y Switala consideran la existencia de dos catalasas. La
Cat] que estd presente durante el crecimiento y se induce al final de Ia fase de
crecimiento exponencial y se sobreexpresa por peréxido de hidrdgeno y ascorbato. La
Cur2 se induce con el inicio de la esporulacidn. Las esporas sélo presentan Car2, Algunas
cepas nutantes que no pueden esporular no presentan Cas2 (Loewen y Switala, 1987).

Ambas isocnzimas fueron purificadas y caracterizadas biogufmicamente por
Loewen y Switala (1987 y 1988), (Tabla ).

Tablal. Caracterizacién bloqufmica de Catl y Cat2 de Bacillus subtilis (datos obtenidos de
Loewen Switala 1987° 1988 .

. o 504
homohexdmero hbmphcxx_imem“
pa) 65 Bl
protohemo 1X hemo-d- unido - covalente- -
i ' mente a fa protefna
“Kinpara H0, (M) 40.] |
Termoresistencia 100% fnactivada a 65°C por 50% inactivda 8 93°C por 4
20 minutos minutos
pH dptimo de actividad . 52 1 4a12
Inhibicidn por clanuro- -50% con 0.1 mM 50% con 0.0imM
Inhibicidn por azida 50% con 0.002 mM 50% con 0.06 M
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La resistencia que desarrolla B, subrilis a las condiciones de tensidn oxidativa se
leva a cabo a través de por lo menos dns redes que se regulan independientemente (Bol y
Yashin, 1990, 1994). Primero la exposicidn de células a EROS (relacionados al HO,)
inducen ¢l sistema SOB. Esta induccidn requiere de ta funcidn reguladora de Ia protefna
RecA asfcomo de la reparacidn enzimdtica del DNA (Love y Yashin, 1984). Scgundo, la
resistencia a todas las concentraciones de H,0,, depende sobre todo de la expresién del
gen funcionat katA® (Bol y Yasbin, 1990). Este gen codifica para una catatasa y ya fue
clonado y secucnciado (Bol y Yasbin, 1991).



HIPOTESIS

Altomar en cuenta la informacidn anterior se planted la siguiente hipdiesis:
Si I catalasa es una enzima antioxidanie y la diferenciacion celular posiblemente es
inducida por un estado de tensidn oxidativa en el interior de las bacterias, se espera
encontrar durante el ciclo de vida de Bacillus cereus una cxpresién diferencial de las
catalasas.

Dadn que se ha probado la existencia de isoenzimas duranie Ja esporulacidn de
Bacillus subtilis, serd interesante discernir su nivel de expresion en los compartimenios det
esporangio: célula madre y endosporas. Es posible que una caiafasa de la esporulacidn

sdlo se exprese en el companiimentn de s endospora.

OBJETIVOS

Can este trabajo que forma parte del proyecto de investigacién “Las catalasas y

1a diferenciacién celular”, s¢ pretende cumplir con los siguicntes objetivas.

-Determinar el ndmero de isoenzimas y los cambios de 1a actividad de la catalasa

durante las diferenies etapas del ciclo de vida de Bacillus cereus.

-Relacionar 1a aparicidn de las isocnzitas y los cambios de la actividad de catalasa

cenel ciclo de vida de Bacillus cerens, con la posible existencia de un estado hiperoxidante,
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras de Bacillus cereus en  crecimiento
logarftmico, en diferentes fiempos del proceso de esporulacion y en
esporas libres

Sc trabajo con una cepa silvestre de Bacillus cereus aislada y caracterizada por
Andreoli er al (1973),

Para lograr ¢l crecimicnto de las bacterias en ¢ laboratorio, se utilizd el medio G
(fermentable) descrito por Hanson (1963). Se aumentd Ia concentracién de sacaross,
extracto de levadura y fosfatos al doble con el propdsito de obtencr una masa celular
mayor. Los componentes del medio G doble fucron:

0.2% de extracto de levadura

0.2% de sacarosa

0.2% de (N, )80,

0.1% de K, HPO,

0.02% de MgSOy,

0.005% de Mn So,  4H20

0,0025% de CaCl2 . 2 H20

0.0005% de FeSO4 . 7H20

0.00002% de CoSO4 . 7H20

0.0005% de ZnSO4 . TH20

Los cultivos s¢ realizaron en un biofermentador de 25 litros de capacidad,
construido por el Centro de Instrumentos de fa UNAM, bajo condiciones acrobias, a
temperatura  de 30°C, con un flujo de airc promedio de 10 litos por minuto y una
agitacidn de 250 rpm.

E! voldmen del indculo fue del 4% deb volimen total del fermentador. Para

sincronizar ¢l in6eulo se hizo crecer el bacilo hasta 1a ctapa logarftmica. Luego s¢ tomé
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una alicuota de éste y se transfind a un matraz con medio G doble. Lo anterior se repitio
de 3 a4 veces seleccionando asf a los organismos que erecen mds rédpido,

Durante el crecimiento bacteriano se siguid la densidad dptica a 540 nm, ¢l pl del
media y se observaron fas células por microscopfa Sptica (Fig. 8). La fase logarfunica se
obtuvo a las 2 horas de haber inoculado el biolermentador, Bl comienzo de Ia
esporulacion (fase 10) se consider a los 30 minutos después de alcanzar el cultivo un pl
mfnimo (Fig. 9). A partir de ahf, se cosecharon 2 litros de muestra de cada una de las
ctapas del proceso de esporulacién (0, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18). Para abtencer esporas

libres el cultivo se cosech6 despuds de 24 h,
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€ 0.35]
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g2 0251 t6.6 pH
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Figura 8. Varincién del pll y denstdad dptfea durante
¢l eultlvo de Bacillus cereus.
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Figura 9. Determinncitn de la etapu t0 en un cultlvo de acillus cereus
a partir del pH mfulmo,

Al recolectar las muestras se les adiciund 20 pg/m) de cloramfenicol para inhibir
Ia sfntesis de protefnas durante Ja cosecha. Las manipulaciones se Hevaron a cabo a 4 °C.
La centrifugacién se realizé en una centrifuga Becknian J2-21 2 5,000 rpm, durante 10

minutos, para las muestras en serie, Las esporas libres se casecharon ea una centrffuga

marca Sharples TI de flujo continuo.
Las células oblenidas se lavaron 3 veces coit agun destilada y se guardaron a

-20°C.

Obtencidn de las células germinadas

Un volimen de esporas se disolvid en dos voliimenes de una solucién de Tritén X-
100 al 0.5%. Después de permanccer en agitacion por 30 minutos a 4°C, las esporas s¢
centrifugaron a 8,000 rpm en una centrifuga Beckman J2-21, rotor JA-10 a 4°C, Se

lavaron 5 veces con agua destilada y se guardaron a -20 °C.
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EJ tratamiento anteriar se realizé con ¢l fin de eliminar la catalasa ) presente en el
exosporio (datos obtenidos por Layla Mickdn) y como activador del proceso de
germinacion,

Las esporas activadas se calocaron en medio G dohle a una densidad dptica a 540
nm de eatre 0.5 y 0.9. A partir de ahf se obtuvo la curva de germinacidn.

Con ¢l mismo tratamiento se obtuvieron las muestras de las esporas germinadas a
los 10 y 40 minutos, que corresponden a los tiempas e que se registra el mfnimo en fa
densidad dptica y las primeras respuestas de las células al contacto con germinantes y Ja
ctapa avanzada de genninacion, con el aumento del volidmen celular por la entrada de
agua y la activacién del metabolismo.

Bajo las condiciones anteriormente descritas, se lavaron las células 3 veces y se

cangelaron,

Ruptura de las células

Las células  se rompicron  por dos métodvs diferentes. Una de ellos incluye un
procesa de descompresion, en el cual las bicterias s someten a elevadas presiones
(30,000 Ib/in?) y luego se pasan subitamentc a presién ambiental. Para lograr esto se
wilizd Ia RIBIL. Esta téenica resulta Wil para bacterias en fase vegetativa o que se
encueniran en las primeras etapas de esporulacion.

El atro método rompe las céltlas por medio de la friecidn provocada al agitarlas en
presencia de perlas de vidrio de 150 a 212 pm de difmetro. Se dieron  pulsos de 30
segundos con intervalos de 2 minutos en frfo, con 10 ciclos acumulados. Con el uso de la
Bead Beater se mantuvo ¢l sisiema a 4°C. Este procedimicnto resulté efectivo cuando se
requirid romper esporangios (tanto célula madre como endospora) ¢n etapas avanzadis
del proceso de esporulacién y esporas libres o germinadas.

En ambos casos, a las mucstras se les puso 15 pghnl de fluorare de

fenilinetilsulfonil (PMSF) para inhibir proteasas. Para romper la viscosidad de las muestras
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provocada por la presencia de grandes cantidades de dcidos nucleicos se tratd la muestra
con DNAsa

Se centrifugd a 40,000 rpm en una ultracentrifuga Beckman L-60 y se recuperd
por decantacién el sobrenadante libre de membranas en el cual se encontrd la actividad de

catalasa,

Separacidn de los compartimentos del esporangio

Para oblener los campartimentos de 1a endospora y la célula madre por separado
se sipuid 1a téenica descrita por Andreoli er al (1975) y modificada por Escamilla (1986).

Los esporangios cosechados se lavaron dos veces con amortiguador TCM pH 7.4
(50 mM Tris-HC, 5 mM Ca y 5 mM MgCly), a 8,000 rpm durante 10 minutos. El
precipitado se resuspendid en una solucién al 30 % de sacarosa en TCM y se agregaron
15 pg/mi de PMSF. El homogeneizado de esporangins se sometié a una presion de 30,000
Win® en la RIBL Como producto del procesu de descompresidn se rompi6 cl
compartimento de fa célula  madre dejando integras a fas endosporas. El material
resultanie se incubd con DNAsa por 15 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd
dos veces a 1,500 x g por 10 min. para climinar los esporangios enteros de kt muestra,

Para separar a las endosporas se volvi6 a centrifugar a 8,000 x g por igual tiempo.
Del subrenadante que contenfa la catalasa de fa célula madre se eliminaron las membranas
y los demds restos celulares al centrifugar a 144,000 x g por 40 minutos.

LI precipitado de endasporas se lavé 2 veces con una solucidn al 30% de sacarosa
en TCM a 8,000 x g por 10 minutos. Para una mejor purificacién se repitid In anterior
pero con una solucién al 40 % de sacarosa en TCM. Se rompieron utilizando la RIBI o

perlas segdn la etapa de maduracidn de fas endosporas.
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Determinacidn de Ia cantidad de profeina

La cantidad de protefna de las muestras se determind por ¢l método originalmente
descrito por Lowry (1951) modificado por Markwell (1981), el cual ticne una sensibilidad
de detecci6n de 0.005 2 0.02 mg de profefna,

La técnica consistid en hacer una curva patrdn poniendo 0, 5, 10, 15, 20, y 30 nl
de un stock de albdmina bovina a upa concentracidn de 1 mg/ml. En otros tubos se
colocaron concentraciones crecientes de Ia muestra problema o bien, cuando se connefi ¢
intervalo de protefna, se trabajé por duplicado. En ambos casos se aford a 50 pl con agua
destilada. A todos Jos tubos anteriores se les agrepd 1 ml de Ta siguiente mezcla;

I mlde Cu SO, al 1%

1 mi de Tartrato de sndio y polasio al 2%

25 ml de NaOH 0.1 N que contiene NayCO5 al 2 %
Se agitaron en el Vortex y despuds de reposar 10 minutos a temperatura ambiente se
adicionaron 50 gl de reactivo Folin-Cicalteou diliudo 1-1. Nuevamente se agité y, a los 10
minutos de reposo, se tomd 1a lectura en el espectrofotémetro a 750 nm. Como referencia,

se usé el tubo de Ja curva patrdn que no contenfa albdmina,

Determinacién de la actividad especifica y total de catalasa

El método usado para conocer 1a actividad de canalasa fue ef descrito por Rorth y
Jensen en 1967 y consistié en determinar la velocidad de produccién del oxfgeno
molecular a partir de H;0,. Esto se logré utilizando un oxfgrafo Yelow Spring Modelo 57
y un electrodo de Clark que mide ¢l O, producido en una cdmara de 3 m} de capacidad,
termorregulada a 30°C,

Los ensayos para medir la dismutacién del peréxido se llevaron a cabo adicionando

a la cdmara lo siguiente:



1) Tres ml de amortiguador de fosfatos 0.1M y pH 7.0 previamente burbujeado
con nitrogeno con el fin de disminuir Jo mds posible fa cantidad de ox(geno presente en ki
cdmara.

2) Un voltimen de la muestra a analizar (10, 20, 50, 100 pl segiin ¢l caso).

3) Scis il de una solucidn de H,0 diluida 1 a | con agua destilada (concemtracién

final en 1a cdmara de 8.8 mM).

La actividad especffica de la catalasa fue definida como la cantidad de nanoftomos gramo
de dioxfgeno que fueron producidos a 30°C, en un minuto, por miligramo de protefna
(ndtm. Ox/min/mg prot.). Para la actividad total de Ja catalasa se modificd la actividad

obtenida por el tolal de miligramas de muestra nativa,

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida se hicieron de acuerdo con ¢l métoda descrito por
Davis (1964) y modificado por Hedrick y Smith (1968), en una cémara para electroforesis
marca Hoelfer con placas de vidrio de 8 cm de ancho por 7 de alia y separadores de 1.5
mm de grosor.

El gel inferior fue al 7.5 % y ol superior al 4.5% de una solucidn al 30% y 0.8% de
acrilamida-bis-acrilamida en agua y amoriguador TRIS 1.5 M, pH 8.1 a um
concentracién [inal de 0.35 M | Para polimerizar [a acrilamida se agregaron 75 pi de
persulfato de amonio al [09% y 15 pl de TEMED.

El amortiguador de la cdmara fue una solucién de TRIS 0.025 M y glicina 0.192
M, pH 8.3 (Perry, 1994)

Las muestras s¢ diluyeron 1 a 1 con la siguiente solucién: 1% gliceral, 5% TRIS

LSMpH 8.1 y 2.9 uM de azul de bromofenol. E! glicerol aumentd Ya densidad de las
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muestras y evitd que se diluyeran en ¢l amortiguador de la cdmara. El colorante permitié
seguir el frente de la muestra separada en el gel.

El campo eléetrico generd una corriente constante de 3 miliampers por cm de
longitud def gel (21-25 miliamperes). El ticipo total d¢ corrida fue de 3.5 horas.

Se hicieron geles por duplicado, uno se reveld para observar actividad de catalasa,

y otro con azul de Coomasie para ver las protefrtas.

Determinacién de las isoenzimas de catalasa por medio de zimogramas

Para ver la actividad de cawlasa en los geles se sigui6 la téenica descrita por
Harris y Hopkinson (1976) modificado por Chary y Natving en 1989 que consiste en la
aparicién de bandas incoloras en un fondo azul oscuro, relacionadas con la actividad de
catalasa

El gel se enjuagd con agua destilada y se dejé incubando 15 minutos en una
solucién 30 pM de H,0,, a temperatura ambiente. Por otra parie, al momenio se
preparard una solucién con ferricianuro de potasio y otra con clorura férrico ambas de |
2 disuelto en 50 mi de agua destilada,

Después se enjuagd ef gel con agua destilada y se incubd con 1a mezcta de las dos
soluciones anteriores. Los componentes de fa mezcla precipitan en presencia del per6xido
de hidrégeno y tiiten el gel de azul. En las zonas donde no existe H,Q,, debido a la
presencia de catalasa, no hay precipitacién, y quedan bandas incoloras. Una vez oblenido
¢l contraste deseado en ef gel, se puso una solucidn al 10% de 4cido acético y 30% de

metanol para evitar fa precipitacién de mds colorante.
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RESULTADOS

Isoenzimas y variaciones de la actividad especifica de catalusa durante ¢l
crecimiento logaritmico y ¢l proceso de esporulacion de Bacillus cereus

Como punto de partida se realizaron ensayos con los homogeneizados de células
obtenidas en Jas fases log, 10, 13 y esporas libres que carresponden  a las etapas del ciclo

de vida de Bacillus cereus cen donde se registran  modificaciones biogufimicas )

morfolisiologicas, esperando encontrar en Jas mismas upa variacion en Ja expresion de
isoenzimas de catalasa, asf como de su actividad,

La actividad especffica de catalasa registrada en este primer cultivo tiende a
aumentar cn las etapas log, 10y 13. De la fase de crecimiento Jogarlimico a 10 (estacionaria)
se detectd un incremento de Ja actividad especffica de catalasa de mds de tres veees,
registrando para ¢) primer caso un valor de 4, 000 y para ¢l segundo 12, (84 ndt.Oy /min/mg

protefna (Fig. 10).
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Figura 10, Actividad especifica de catalasa registrada en el sobrenidante
de humogenelzados de Bacillus cereus en etapa logarftmica (log), (0,13, y
esporas (esp).

Los zimogramas que se realizaron para detectar Ja aparicion de isocnzimas de

catalasa fueran cargados por proteina y revelaron una banda con igual migracitn en las



ctapas log, 10y 13 (Fig. 11). Esta banda se denomind catalasa 1 o logarfunica por ser
caracterfstica de esta fase del desarrollo de B. cereus y ¢n concordancia can la nomenclaura
propuesta por Loewen y Switala (1986, 1988) para las isoenzimas de B, subrilis. En las
esporas se presentaron 2 isoenzimis, una qué coincide con las antes descritas (Catl) y oira

de menor mavilidad clectrofarélica, conocida como Car2 o de esporas.

car2

carl

log t0 t3 esp

Flgura 11, Zlmograma de las catalasas presentes en diferentes etupas
del cjelo de vida de Hacillus cereus. 1.2 muestras corresponde al sobrenadante
de homogeneizados de 1a elapa de crecimiento logarinueo (log), etapas 10 y 13
de esporulacion y esporas Jibres (esp).

Ademds del anmento de actividad de catalasa en 10 llamd 1a atencion ¢l aumento de
actividad que ticne lugar de 10 a 13 y la isoenzima Car2 que se detectd en esporas. Debido
a ésto se decidi6 hacer otro cultivo en el que se obtuvieron bacterias desde ¢0 hasta 18 con
Ia finalidad de:

1) conocer la fase durante la esporudacion en donde aparece la catalasa 2 presente
en las esporas,

2) precisar sf el avmento de la actividad de catalasa se daen 13 o en una etapa
anterior no ensayada, y

3) detectar la exisiencia de otras posibles fluctuaciones de la misma en las fases
tardfas del proceso esporulacién.

Las muestras oblenidas de este segundo cultivo nuevamente registraron una

tendencia al incremento de 1a actividad especffica de catalasa (Fig. 12). Durante las fases



12y 13 se dio el miyor avmento, los valores registrados fueron de 19, 390
niftm, Ox/min/mg de protefma en «0; 17, 215 en of; 35, 644 en 12 y 35, 644 en o5, Durante
las etapas posteriores el incremento fue discreto. Los zimogramas revelaron una sola
banda de actividad en cada una de fas diferentes etapas de esporulacién.

En el gel de fa figura 13 se pusicron 10 microgamas de protefna por muestea. La
isnenzima que se observa, migra igual en todas las muestras y coinceide con la que se

presenta en etapa logarftmica (Catl).
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Figura 12, Actividad especificit de catuinsn reglstrada en ¢l sobrenndante de
homogeneizados de Hacillus cereus en etapas (0 a 48 de esporulaclén,
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Figura 13, ZImograma de la catalasa presente durante I
esporulacion de Baeillus cereus. 1as muestras fueron oblenldas
det sobrenadante de homogencizados en ctapas de 10 at8,

No logramos detectar la actividad de Car2, debido posiblemente o su baja

actividad y baja eficiencia en a ruptura de fas endosporas,
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Con s muestas de las etapas 10 a o4, obtenidas de un tereer cultivo, se observd
nuevamente una tendencia de aumenty en fa actividad especfiica de catalasa. En 13 o
incremento que se da es de mids del doble, de 39,389 ndt OYmin/myg protefns en 12 a
89,622 ¢n 13 (Fig.14).
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10 n 2 13 4
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Figura 14, Actividad especifica de catalusa registrada en o sobrenadante de
homogenelzidos de Baciflus cereus oblenidos durante lus primeras etapas del proceso
de esporulaclin (¢0 a ¢4).
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Flgura 15, Zinngrama de 1a catalasa presente en las primeras etiapas
de esporulacion de Hacillus cereus. i.as muesiras son del sobrenadante de
homogenelzados en 10a 4,



La isocnzima que se detectd en las ctapas de 0 a f fue nuevamente, de acuerdo a
su movilidad electroforética, la banda correspondiente a Carl (Fig. 15). En este gel se
corrieron 60 microgramos de protefna por carril,

No se¢ logré ver en ninguna muestra de Jos tres cubtivos Ia banda cartacterfstica de

Car2.

Expresién diferencial de las catalasas en los compartimentos del
esporangio de Bacillus cereus

Fue sorprendenie el hecho de que car2 no pudo ser detectada en las muesiras
obtenidas de ta ruptura det esporangio completo. Para descartar un posible artificio debido
a la falta de ruptura de las endosporn se decidié recurrir al método de separacién de Jos
compartimentos del esporangio. Asf podemos obiener, por una parte la(s) catalasa(s) gue
se presenta en la célula madre, y, por otra, la(s) catalasa(s) existentes en las endosporas.
Ademds, tendrfamos 1a ventaja que la Car de la célula madre no cnmascare la
determinacidn de la Car2 que pasiblemente se encuentra en la endospora, También nns
permitirfa trabajar con un material semipurificado, a partir del cual ¢l rendimiento de la

extraccion de catalasa serfa mayor.

Para este experimento se utilizaron esporangios en ¢4, 15 y (6. La catatasa de la
célula madre de #f y 15 coincide con la banda de Carl, fa de 16 migra mis rdpido, y de
manera similar a la banda obtenida de las endosporas en 4 y 16 (Fig. 16). Se pusé conto
referencia catalasa de hfgado de bovino y sc observé que migraba menos que las catalasas

de B. cerens, cosa que llano la atencidn,
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Figura 16, Zimograma de las catalasas presentes en los compartimentos
del esporangfo de Bacilus cereus. Se pusicron muestras de los tegumentos de las
esporas (feg), endosporas en 14 y 16, catalusa de hfgada de bovino (cfib), células
en crecimiento  logarftmico (Jog) y ¢l compartimento de la célula madre en etapas
14,15y 16.

Isoenzimas de catalasa en las esporas libres de Bacillus cereus

La catalasa 1 estuvo presente en el ciclo de vida de B. cerens dusde el crecimiento
fogarftmico hasta las esporas libres. A dilerencia de las de B. subtilis, que poseen solo
Car2 (Lowen y Switala, 1987 y 1988), las esporas de B, cereus presentan tanto Catl
como Car2 (Fig. 17).

En algunos experimentos paralelos realizados por Layla Michidn en el litboratorio,
se observé que Ty isoenzima que tiene una movilidad electroforéticit similar  In Catd s¢
encuentra en los tegumentos que cubren a kt espora, de abf lu denominacién de Car teg, a
diferencia de 1a car2 que se localiza en el citoplasma de la espora.

En los hontogencizados de esporas que contenian ambas isoenzimas, Cat2 y Cat
1eg, se registré una actividad de 36,654 ndt.O/min/mg de protefna. Al tratarlas con una
solucion al 0.5% de SDS o Triton X-100 para eliminar los tegumentos de las esporas, la
actividad mayoritaria (24, 584 nit.Oy/min/mg de protefpa.) se presenta en la solucitn del
lavado. Esta, al ser corrida en un gel, sélo revela una banda que tene movilidad cercana a

fa Carl.



Por otra parte, ¢ homogeneizado de esporas sin egumentos presents un mfdinio
de actividad (1,575 ndt.Oy/min/mg de protefna.) y una sola isoenzinit que migra cerca de
Cwr2 (Fig. 17). En esta muestra na se detectd actividad de Cut reg.

La variabilidad, en cuanto a la migracidn de fas bandas aistadas con respecto a las
obtenidas de homogencizados de esporas nativas, se puede deber a los tratamientos a que

se sometieron.

a2
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Figura 17, Zimograma de las catalnsas presentes en esporas de
Bacillus cereus. Las mwestras son del sobrenadante de homogeneiza-
dos de esporas libres (esp), cuerpo de 1a espora (cor esp), células en
crecimiento Jogarftmico (Jog) y wegumentos de las esparas (teg).

Isoenzimas y variacidn de la actividad especifica de catalasa durante Ia
germinacion de Bacillus cereus

Con el fin de completar el estudio de fa expresion de isoenzimas de catatusa
durante el ciclo de vida de B, cerens y definir la tase en donde se lleva a cabo la transicion
entre la desaparicitn de Car2 y In aparicién de Cal en la céluta vegetativa, se midid f
catalasa durante Ia germinacién de esporas.

Durante I germinacién de esporas hay registro de unma cafda répids de ln
absorbentia indicando ¢l colapso de Ia corteza fa cual influye en fa refringencia de la
espora (Hashimoto et al.. 1969). A los pocos minutos la absorhencia se reestablece

gradualmente debido a la entrada de agua a fa célula,
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Para conocer el tiempo en que la absorbencia alcanza un miimo y posteriormente
se incrementa, decidimas moestrear a tiempos cortos a partir de gue se adicionan los
germinantes en las esporas (Fig. 18).

Con basce en los datos de 1a curva y considerando que a los pocos minutas de
agregar los perminantes se producen los primeros cambios relacionados con Ja pérdida de
la latencia en las esporas (Scott y Ellar, 1978 y Hashimoto et al., 1969) clegimos el
minuto 10 como primera muestra, que coincide con el mfimo de Ia absorbencia, A los 40
minutos se obluvo otra muestra que estd relacionada con da activacion del metabolismo

celular,
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Figura 18, Varacitn de 1a densidad dptica en esporas de Hacillus cereus sin
tegumentos durante Iz germinaclén,

En cuanto a las isoenzimas se observd tanto a los 10 min como a los 40 min, una
handa de mayor movilidad que migra por debajo de la Cutl y una serie de bandas que no

se definicron con presicién y que migran més lento (Fig. 19).
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Figura 19, Zimograma de las catalnsus presentes en fi geriinac6n
de esporas de Bacillus cereus. Se eomricron muestras del sobrenadinte de
homogeneizados de esporas (esp); de células en etapa de crecimiento loga-
ritmico (log) y esporas sin tegumentos germinadas a los 10 y 40 minuios
(germil y germ40).

La actividad de catalasa en los homogeneizados aumenid 18 veces a los 10

minutos de germinacién y 29 veees a Jos 40 minutos de germinacién con respecto a la

actividad de laespora sin tegumentos a tiempo cero (Fig, 20).
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Figura' 20, Varincién de ln nctividad especilica de catalasa durante ¢l clelo de vida de
Racillus cerens. 1.as muestras que se analizaron corresponden wl sobrenadante de homogeneizados
de células en etapa de crecimiento logarfimico (fog), (0, 11, 12, 13 y 14 de ¢sporulacion, esporas
libres (esp), esporas sin 1epumentos (esp /) y esporas sin tegumentos germinadas a los 10 y 40
ntinutos (germ 10y germ 40).
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DISCUSION

Causa de las variaciones en Ia actividad especifica de la catalasa
durante la esporulacidn de B. cereus, isoenzimas presentes y su posible
relacidn con un estado de tension oxidativa

El aumento de actividad de la catalasa en la fase de crecimiento estacionario que se
detect6 para B. cerens tmbicen ha sido observado en B. subtilis (Loewen y Switala,
1987") y en E. coli (Loewen er al., 1985). Estos autores determiniaron que el aumento de
actividad de catalasa cn 10 estd relacionado con sfntesis de catatasa, especialmente Catl.

En B. cereus en 1 s8lo se registrd la presencia de Catl, sicndo dsta isocnzima la
responsable del incremento de ln actividad. En cvanto a la actividad total se detectd un
incremento del doble. Podrfamos esperar que durante la etapa de crecimiento estacionario
de B. cereus ocurra la sfotesis de Catl.

El crecimiento estacionario en E.coli puede considerarse como un  estado
diferenciado (Hengge-Aronis, 1993). Este ditimo segin Hansberg y Aguirre (1990) se
fogra como producto de una serie de cambios celulares que se dan para contrarrestar cl
estado hiperoxidonte que afecta al sistema y que conducen a un cestado diferenciado
estable,

Cuando Bacillus cerens llega a fase de crecimicnta estacionario, ya se encuentra
posiblemente en estrés oxidativo. Esta condicién se alcanza al generarse EROS a partir del
dioxfgeno acumulado durante el crecimiento logarfimico. Ademds en 10 hay limitacion de
nutrimentos lo que conduce 2 que el poder reductor disminuya y aumente la concentracitn
intracejular de EROS (Hansberg y Aguirre, 1990). Para que las bacterias compensen el
estado hiperoxidante, requicren regular sus mecanismos antioxidantes. Asf, bajo cstas
condiciones se induce el incremento de la actividad de Ia catalasa.

En relacién a esto dltimo, Lowen y Switala (1987") ¢n B.subtilis determinaron que

la sfntesis de Cat/ puede ser inducida 30 veces por perdxido de hidrégeno, lo que les
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llevé a sugerir que in vive ¢l incremento de Card podifa ser el resullado del (),
generada en la fase de crecimienta estacionario.

Un segundo aumento de la actividad espectfica de 1a catalasa, estd rélacionado con
Ins elapas en las que se Hleva a caba la compartimentatizacitn det esporangio, entre 2 y 13,
dependiendo de la sincronfa de Jas bacterias. En un cubiva asinerdnico se ohservan
cambios graduales a diferencia de un cultiva sincrdnico en donde los cambios se deteetan
truscamente. En base a 1o anterior podemos explicar ln variacién graduat de Ia actividad
de catalasa que abarca las fases 12 y 13 de esporutacién en el cultivo 2 (Fig.12), y el
aumento drdstico que se da en 13 en el cultivo 3 (Fig. 14).

Podemns considerar a Cat/ como la responsable det incremento en la etapa de
compartimentalizacidn bacteriana, ya que fue la vnica isoenzima observada cn los
zimogramas de esta fase. Al tomar en cuenta que durante el proceso de esporulacion, la
sftesis de protefnas no sufre variaciones notables (Doi, 1969) y que In actividad total de
catalasa aumenta en esta etapa, es posible que alrededor de 3, se sintetice una mayor
cantidad de catalash en comparacién con las fases de desarrolio anteriores.

Entre 12 y 13 se forma Ja segunda membrana de la preespora como producto del
engutlimicnto de 12 célula madi¢. Durante estas clapas hi respiracién ya es activa
nuevamenie y, en ¢sta condicion, también se generan EROS durante Ja reduccidn del
dioxfgeno a agua, Para asegurar fa sobrevivencia de Ia espora, durante ef engullimiento se
requicre compensar adecuadamente ¢l nivel oxidativo intracetular, de tal forma que el
compartimento de la endospora esié en equilibrio con sus mecanismos oxidoreductores.
Para evitar que se genere un estado hiperoxidante en esta fase, el incremento en la
actividad de la catalasa juega un pape! muy importante.

El aumento gradual de la actividad especffica de catalasa en ctapas posteriores a 13
se le puede también atribuir a la Car/, ya que cs la dnica banda prescute en los
Zimogramas,

Una vez que ¢l compartimento de la endospora queda delimitado por las dos
membranas, despues de 13, el esporangio continua el proceso de esporulacidn,

manteniendo mds o menos estables sus niveles de actividad de catalasa,
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Heterogeneidad de las bandas de catalasa al separar los
compartimentos del esporangio, en la germinacidn y al aislar las
catalasas de esporas de Bacillus cereus

Al separar fos compartimentos del esporangio en fas etapas «f, 15 y 16, no se
detecté en los homogeneizados de endosporas una banda similar a Car2. Sin embargo, se
presentd una banda que se localiza por debajo de Catl. Esto lambién se abservd en la
célula madre en 16,

Los repories sobre Ia heterogeneidad de la catalasa han sido numerosos segdn
Bonaventra (1972), Scandalios (1968) describe que la heterogeneidad de la catalasa del
mafz ¢s de orfgen genético. En contraposicién Holmes y  Masters (1970) determinaron
que no existe relacién gendtica alguna con la heterogeneidad que presenta la catalasa del
hfgado deraién.

Actualmente Lledfas y Hansberg han encontrado que la migracion electroforética
de las dos catalasas, que consideran presenies en Newrospora crassa, aumenta en relacion
al grado de oxidacidn que sufre 1a enzima al ser expuesta a oxfgeno en “singlel”. Esta
misma lendencia Ja han observado en la catalasa de hfgado de bovino (Lledfas y Hansberg,
cn preparacién),

Considerando 1o anterior, las bandas que se observan en los vimogramas de
catalasa en una posicion inferior a la de Card en los extractos de la célula madre en 16, y
de endosporas en t4 y 166 pueden ser producto de la oxidacién de Carl por unma especie de
oxfgeno reactiva capaz de modificarla. Otra posibilidad es que las catalasas se modifiquen
como resuttado de la actividad proteolflica que aumenta durante e} proceso de
esporulacion ( Doi, 1969). En 16 c¢n la cflula madre se presenta mayor actividad
proteolftica que en 5, posiblemente este factor influya en que la catalasa de 16 migre més
répido que la presente en 15, debido a que el grado de modificacion estructural de la
enzima en el primer caso es tal que afecta su migracién electroforética.

No pudimos detectar la aparicidn de la Car2 durante la esporulacién, que era
nuestro objetivo inicial en éslos experimentos. Solo la observamos en la espora madura.

Es posible gue ta Car2 se exprese tardfamente, cvando la espora ya se encuentra

totalmente madura,



En cuanto a las esporas durante 1a germinacidn, las diferentes bandas de actividad
que se presentan en tos homogeneizados a los 10y 40 minutos pueden ser praducto de
oxidacidn de la Car2, que es la tinica isoenzima presente en fas esporas sin tegumentos.

Rangel y Hansberg han encontrado que durante Fy germinacidn de las esporas de
Neurospora crassa y de B. cereus se gencra quimioluminiscencia que posiblemente se
debe a In generacidn de especies de oxfgeno reactivas. Relacionado con esto Liedfas y
Hansberg encontraron que Ias catalasas de Newrospora crassa también se modifican
durante la germinaci6n de las conidias. Es posible que durante la germinacién de esparas
de B. cerens la Car2 s modifique por oxigeno en “singlet”

Durante la germinacion se pierden los tegumentos que recubren a fa espora y ¢l
estado de latencia cesa. Al entrar a In célula el agua junto con ¢l dioxfgeno y activarse ¢l
metabolismo, se generan condiciones de tensitn oxidaliva que requicren de una actividad
mayor de catalasa para estabilizar niveles oxidorreductores intracelulares. Lo anterior
podrfa explicar ¢l aumento en la actividad especffica de catalasa registrada a los 10
minutos y Ia misma tendencia que se sigue a los 40, Varias bandas que no se lograron
definir con precision perccen ser lis responsables del incremento de la actividad.

Conforme avanza la germinacién esperanamos que desapareciera Ja serie de
bandas de Car2 y se originara la banda de Car/, que es la catalasa de la etapa de
crecimiento logarfunico. Serfa interesante realizar estos experimentas ya gue con cllos se
completarfa el ciclo de expresién de las isoenzimas de catalasa a lo largo del desarrollo de
B. cerens.

En cuanto a la hetcrogeneidad de las bandas de catalasa ajsladas de los tegumentos
y det cuerpo de la espora con relacion a las bandas abtenidas de las esporas integras
posiblemente se deba @ modificaciones de Ia enzima producto de los tratamicntos 8 que se

sometieron,
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Diferencia en movilidad de las atalasas de Bacillus cerens y Ia eatalasa
e higado de hovino

Ln el gel de la figura 16 se observa que la banda de catalasa de hMgado de bavinoe

queda por encima de las bandas de calalasa B, cerens, contrario a la que esperariamos.
Si las catalusas de B. cereus son estructuralmenie similwes a las de B, subrilis,
seguramente estariamos hablando de catalasas homolexdmeras can un peso molecular
entre 400 y 500 kDa. En comparacion, la catalasa de higado de bovina es un tetrdmero
con un peso molecular cercano a 240 kDa por lo que esperariamos que migrara inds
rdpido.

Locwen y Switala (1987) reportaron un efecto de disociacién de 1a catalasa de B.
subtilis cn dimeros activos, que lo aribuyeron al uso del amortiguador TRIS-glicing en los
geles de electroforesis,

Al considerar lo anterior podemos explicar a ubicacién de las catalasas de B.
cereus en los geles nativos. Las unidades hexaméricas son susceptibles a la disociacion y
generan tfineros que conservan Ja capacidad catalftica y que corresponden posibiemente a
Ias bandas que encontramos por debajo de la caalasa de bovino. Sin embargo serfa
importante realizar experinientos para determinar que forma oligomérica es a que se
presenta cn los geles y las causas que provocan su disociacion, si es que efectivamente

este efecto estd ocurriendo.

46



CONCLUSIONES

-Las isoenzimas de catalasa se expresan diterencialmente durante el ciclo de vida
de Bacillus cereus. En 1a etapa de crecimiento logarftmico se presenta una s6la banda de
actividad (Catl). En 10, 11, 12, 13, 4 y demds etapas de esporulacién se ha logrado
detectar solamente una banda con Catl,

En las esporas se presentan dos bandas de catalasa: Ia Car teg en el exosporio (que
tiene una migracidn electroforética cercana a Carl) y que representa el mayor porcentaje
de tn actividad total y I Car2, que se localiza en el cuerpo de la espora y que ¢s la
actividad minoritaria. Car2 parece expresarse al final del proceso esporulatorio,

Durante 1a gemminacién de las esporas, que sélo paseen Car2, aparecen una serie
de bandas las cuales pueden ser especies madificadas de Cur2, productos de protedlisis 6

de Ia oxidacidn por oxfgeno en “singlet”,

-La actividad especffica de camalasa varfa durante el ciclo de vida de Bucillus
cereus. Hay tres incrementos notorios en la actividad especffica de catalasa, el primero se
da durame Ia fase de crecimiento estacionario (10). El segundo cambio se da entre 12 y 13,
cuando se compartimentaliza el esporangio. Y el tercer incremento tiene lugar al principio
de Ia germinacion. Las tres etapas carresponden a mamentos de transicién hacia un estado
celular diferente y estdn relacionadas con condiciones en las que se promueve la

genericidn de un estrés oxidativo.
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PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

-Determinar ¢l momento de la aparicion de Car2 en las esporas de B.cereus.

-Seguir Ja genninacién de esporas sin tegumentos hasta determinar ¢l momento de

transicién entre la aparicion de Cat/ y desaparicion de Car2.

-Determinar la estructura oligamdrica de Catd y Car2 en solucién y en los geles.

-Determinar si los cambios de movilidad electroforética obedecen o una protedlisis parcial

de Ja cnzima.

-Clouar y secuenciar el gen que cadifica para Car2 con el fin de aclarar su origen.
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