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RESUMEN

Se han detectado algunos cambios en la actividad y el patron de expresion de las
isoenzimas de catalasa en varios microorganismos tomando en cuenta a ia diferenciacion celular.
Con base en varias caracteristicas bioquimicas, se han descrito dos familias de catalasas: las
catalasas tipicas y las catalasas-peroxidasas. La actividad de las primeras es independiente del pH
(en valores de 5 a 11), son resistentes al tratamiento con disolventes como el cloroformo y ef etanol
¥y se inhiben especificamente con el 3-aminotriazol, La segunda familia tiene las dos actividades: de
catalasa y de peroxidasa, su actividad de catalasa es dependiente del pH, son inactivadas por
cloroformo y etanc! y son mas sensibles a la temperatura que las catalasas tipicas.

En este trabajo se identificd en Bacilius cereus 1a presencia de dos catalasas que tienen
diferente movilidad electroforéica. La méas répida es la catalasa vegetativa (cat-veg), que esta
presente durante el crecimiento exponencial e incrementa su actividad en el proceso de maduracion
de a espora. En [as esporas se encuentran tanto la cat-veg como la catalasa mas lenta exclusiva de
la espora spo-prol, la primera asociada al exosporio o tegumento {por lo que se le denoming spo-
teg) y la segunda en el protoplasma.

Tanto |a cat-veg como la catalasa spo-teg pertenecen al grupo de las catalasas tipicas y
nuestros datos sugieren que podria tratarse de la misma enzima.

La catalasa dal protoplasma de la espora presenta ademas actividad de peroxidasa con
diferentes sustratos artificiales por lo que pertenece al tipo de las catalasas-percxidasas. Esta
enzima se empieza a sinfetizar al finat del proceso de esporulacion.



TABLA DE ABREVIATURAS
ADN acido desoximibonucleico
ARNm acido ribonucleico mensajero
CAT catalasa
Cat spo-prot catalasa de! protoplasto de 1a espora
Cat spo-teg catalasa del tegumento de la espora
Cat-veg catalasa del crecimiento vegetativo
EDTA acido etilendiaminotetracético
ERQOS especies reactivas de oxigeno
FAD flavina adenina dinucledtido
FMN flavina mononuciedtido
g fuerza centrifuga relativa
HPI hidroperoxidasa |
HPH hidroperoxidasa Il
kDa kilodaltones
mA miliamperios
MES 4cido 2-N morfolina etanolsulfGnico
NADH B-nicotinamida adenina dinucledtido reducido
NADPH B-nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
reducido
ND no detectada
nat0s nanoatomos gramo de oxigeno
Pl punto isoeléctrico
PMSF fenil-metil-sutfonil-fluoruro
pp precipitado
pm revoluciones por minuto
SOD superbxido dismutasa
Spo-tot esporas totales
85 sobrenadante
o . factor sigma
TEMED N,NN' N, tetrametilefilenediamina



1. INTRODUCCION
1.1 Diferenciacién cefular

La diferenciacién celular se define como el proceso por el cual el mismo genoma origina
dos células diferentes en su composicion quimica, morfolégica y en su funcion {Kenyan y
Sandler, 1984).

Durante la diferenciacion celular pueden ocurir cambios en la topologia del ADN v la
presencia de algunas proteinas que lo estabilizan lo que le da una conformacién que le permite
tener una transeripcion selectiva.

La esporutacion y germinacion bacteriana son modelos tipicos de diferenciacion celular
que se empezaron a estudiar en 1950. En ellos se observd que las células esporulantes
sintetizan ARNm y proteinas que no se encuentran en las células vegetativas mientras que,
algunas moléculas vegetativas desaparecen de manera temprana en ef proceso de esporulacion;
en particular, varios factores sigma juegan un papel muy importante en la regulacion de la
transcripcion del proceso de la diferenciacién {Galizzi y col., 1578).

En los afios recientes la esporulacion bacteriana se ha estudiado como modelo para
analizar la diferenciacion celular investigando los mecanismos regulatorios a nivel transcripcional
y raduccional de a expresion génica, la cual tiene que ver directamente con la transicitn de una
célula vegetativa a una espora (Ohyama y col., 1978).

La mayoria de los conocimientos que se tienen acerca de los mecanismos que
intervienen en los procesos de la esporulacion y la germinacion, asi como de los factores que
determinan las propiedades de las esporas se han obtenido de algunos representantes del
género Bacifius, en los cuales dichos procesos y factores son similares (Selow, 1981).

El género Bacillus tiene un ciclo de vida corto y se tiene un conocimiento detallado del
rtismo, es de facil manipulacién, se puede frabajar con una etapa determinada de! desarrollo y
permite aislar a la endoespora de la célula madre y estudiar a los compartimentos durante la
esporulacién (Andreoli, y cot., 1973).

Bl crecimiento logaritmico y la subsecuente formacion de la endospora en las especies
de Bacillus involucra una gran serie de eventos bioquimicos. Es por ello que, 1a esporulacion
bacteriana provee un sistema de diferenciacidn celular que ha tenido un gran valor para el
estudio de las relaciones entre la morfologia y 1a bioguimica de dicho proceso (Andreoli, y col.
1973).

12 Ciclo de vida de Bacillus cergus

Las especies de Bacillus se clasifican en fres grupes de acuerdo a la morfologia de su
espora. Bacillus cereus es una bacteria esporulante Gram positiva clasificada dentro del grupo |
por su espora elipsoidal con posicion central, vive en el suelo, es aerobia facultativa y meséfila
con un crecimienty 6ptimo a 32°C (Priest, 1989).

Un cultivo de Bacillus presenta diferentes etapas. La primera de ellas es la etapa de
adaptacion {lag) que corresponde a la fase en el que las células se acondicionan al medio y no
hay reproduccion bacteriana. Posteriormente, la poblacion crece de manera exponencial debido
a la abundancia de nutrientes; a esta etapa se le denomina logaritmica (log) y se caracteriza
porque las células presentan poca movilidad y se organizan en cadenas largas.

A lo largo de la fase exponencial se encuentran reprimidos los genes que codifican para la
sintesis de enzimas del ciclo de los acidos ticarboxfficos. Por ello, cuando Bacillus crece en un
medio con glucosa como fuente de carbono, se da una acumulacion de piruvato y acetato lo que
ocasiona que el pH del medio baje y alcance valores entre § y 6 (Hanson, y col., 1963).

El proceso de la esporulacion se da cuando las condiciones del medio ya no son aplas para
soportar el crecimiento logaritmico y se ha dividido en distintos estados morfologicos sugerido
por Ryter (1965):



Figura 1.1. Cico de vida del género Bacilus. A) Crecimiento vegetativo.B) Ciclo de la
esporulacidn y la germinacién. Estado 0. La célula detiene su crecimiento y se forma el
filamento axia! del ADN. En el estado IIa se construye el septo asimétrico para la formacion de
tos dos compartimentos celulares independientes. En el estado I1Ib comienza el engullimiento de
la preespora, para completarlo en el estado Il y rodearse de una Sequnda membrana con
polaridad inversa a la primera. Estado IV: se da la formacién de la corteza entre estas
membranas. En el estado V se forman las cubieras de proteinas. La espora completa su
maduracidn en el estado VI y es liberada debido a Ia lisis de la célula madre en el estado VIL. La
germinacién ocurre después de que la espora se activa y se pone en contacto con los
germinantes. Cuando se encuentra en el medio propicio, ésta crece y se divide por biparticién.



En el estado |, fa célula detiene el crecimiento y el material genético se compacta formando
un filamenio. La formacion de este filamenlo ocurre en ausencia de sinlesis de proteinas y
parece ser un frearmeglo de la molécula de ADN posiblemente causada por un cambio en la
fuerza ibnica en la célula cuando ésta enfrenta la innanicion.

Estado II: formacién del septo. Ocurre la division celular asimétrica, el cual es el evento
morfoldgico que caracteriza la secuencia del desarrollo del proceso de espornulacion. Cada uno
de tos dos segmentos del protoplasma que se han separado por la division celular contiene la
mitad del ADN de la céluta original {Fig. 1.1)

Estado Hil: formacion de la corteza. £l septo crece alrededor de fa pequefia célula formada,
hasta su completo engullimiento y se fusiona para formar una doble membrana. Esta membrana
tiene polaridad inversa a la membrana plasmatica de la célula madre; este es el estado critico
que obliga a la céluta a esporular (Freese, 1981). El exosporio o integumento se forma poco
tiempo después de que se complete &l engullimiento de la espora con la apariencia de una
vesicula sobre el exterior de la membrana externa de la forespora mienfras se desarrolfa 1a
corteza. Esta estructura es la entidad que separa a la célula del medio, puede ser removida
faciimente y tiene una composicion lipoproteica similar a la de las membranas ademas de
contener: 10.4% de azicares y 11.2% de glucosamina y una parle no hidrolisable compuesta de
carbohidratos degradados (Freese y Heinze, 1984).

Estado [V: Entre las dos membranas se forma la corteza que esta hecha de peptidoglicanos
que son diferentes a los que forman fa pared celular. La sintesis de la corteza se lleva a cabo por
dos enzimas espora-especificos, la D-acido glutdmico mesodiamino 4cido pimélico hidrolasa
{que esta unida a la membrana) y la UDP-N &cido acetitmuramico L-alanina D-acido glutamico
meso-diaminopimélico (DPM) ligasa {que es una proteina citoplasmatica). La DPM ligasa se
sintefiza en la célula madre en el momento apropiado. Asi también, se inducen enzimas
vegetativas en la célula madre que estén involucradas en fa formacion de la pared celular.

Estado V: Se ensambla la cubierta de proteinas en fa parte superior de la membrana
externa. La cubierta contiene ef 40-50% de todas las proteinas de la espora y esta compuesta de
proteinas con un atio contenido de grupos sulfuro y son espora-especificos. La cubierta consiste
principalmente de una proteina con pese motecular de 13 000 Da. Esta proteina se deriva de la
protedlisis de un precursor con PM de 65 000 Da. Esta capa es la que confiere a la espora la
resistencia a los disoventes orgénicos y enzimas Iiticas.El &cido dipicolinico es el componente
bacteriano que se sugiere como participante en la latencia y Ia resistencia a calor; se almacena
desde esta fase de esporulacion en adelante y se expulsa inmediatamente después de la adicion
de los germinantes (Freese y Heinze, 1984).

Etapa VI: en esla etapa fa cubierta externa se depasita sobre la superficie de la cubierta
interna que consta también de una capa proteica.

Finalmente, la espora es expulsada de la célula madre y entonces se le denomina espora
libre (Fig. 1.2). Cabhara teiarna

Pared da la pdinds gorwinad

Mambrans plagntidea
Intarss

Figura 1.2. Esquema de la espora de Bacilus cereus.



1.2.1. La espora y 1a germinacién en Baciflus

Las esporas son formas celulares especializadas que muestan un alto grado de
resistencia a diferentes condiciones ambientales. La transicion de una espora fatente a una
celula vegetativa metabolicamente activa, representa un modelo en el que se puede estudiar la
bioquimica y la genética del proceso de diferenciacion celular (Galizzi y col., 1978).

La transformacion de esporas a células vegetativas se da en 3 procesos distintos y
secuenciales: la activacion, fa germinacion y ia emergencia (outgrowth).

La activacion es un proceso reversible, es el final de la latencia y es el producto de la
accion de tratamientos que capacitan a la célula para que germine mas rapido. La activacion se
puede inducir con calor, por la accién de detergentes o por la exposicion a pH bajos.

La geminacién consiste en una serie de reacciones degradativas que aparentemente
terminan con el estado de latencia e inicia el metabolismo celular. La induccion de la germinacion
se puede dar por L-alanina para Bacillus subfilis y L-alanina y adenosina, para B. cereus. En
presencia de una mezcla de sales inorganicas, esas sustancias inician la germinacion pero no el
crecimiento (Kenynan y Sandler, 1984).

La germinacion es la pérdida imeversible de las propiedades de las esporas. Durante
este proceso se pierde primero la resistencia al calor, después el 4cido dipicolinico y ¢l calcio se
liberan al medio y la espora pierde refringencia; 1a germinacién se induce por los germinantes
(alanina y adenosina) y el erecimiento ocurre en un medio mineral mas glucosa.

La emergencia es la transformacion de una espora germinada en una célula vegetativa
por lo que se considera un proceso de diferenciacion en el que participan genes especificos que
se expresan durante este paso, los cuales no tienen un papel durante el crecimiento regular. La
emergencia depende de la presencia de varios aminoacidos v la franscripeién comienza
inmediatarhiente después de la germinacion {Kenynan y Sandler, 1984).

Posteriormente, enfra agua a la célula y ésta se hincha, el metabolismo se activa por
inicio de la respiracion y se acumulan compuestos de alta energia. Se forma la pared celular y se
inicia la sintesis de ADN; con esto comienza nuevamente el crecimiento logaritmico.

En Bacillus todo el proceso, desde la adicidn de los germinantes hasta la obtencién de 12
celula vegetativa, puede tomar de 40 a 100 minutos, segin el medio en que se germine (Setlow,
1981).

1.3.Especies de oxigeno reactivas en los sistemas biolégicos

El dioxigeno (O2) es esencial para el mantenimiento de Ia vida en los organismos aerobios y
microaerofilicos; sin embargo, para las células €l oxigeno en altas concentraciones puede ser
altamente toxico debido a su capacidad de producir especies reactivas como el peréxido de
hidrbgeno, el oxigeno singulete y kos radicales superoxido e hidroxilo.

La molécula de oxigeno puede ser considerada como un bimadical debido a los dos
electrones que se encuentran desapareados en sus Climos orbitales (Figura 1.3) (Haliwell y
Gutteridge, 1989).

La disposicion paralela que presentan los electrones confiere al oxigeno una baja habilidad
por aceptar un par de electrones de otra molécula en la que éstos se encuentren antiparalelos,
Astlareduccion def dioxigeno se retarda por la aceptacion de electrones de uno en uno y genera
especies reactivas de oxigeno (EROS).
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Figura. 1.3 Configuraciin electrénica de las especies reactivas generadas a partir de la molécula de
dioxigent (Haliwell y Gutteridge, 1989).

El oxigeno puede aumentar sy reactividad si uno de los electrones solitarios absorbe energia
€ invierte su rotacion generando una especie conocida como singulete (Fig 1.3).

Existen dos fipos de oxigeno singulete, el sigma (Z) que tiene dos electrones desapareados
debido a lo cual es un radical libce a diferencia del delta (A) que tiene todos sus electrones
formando pares y no es un radical. El singulete sigma presenta una vida media muy corta y al
ceder 0 aceptar electrones pasa a la forma delta, debido a esto la especie A juega un papel
importante en los organismos (Haliwell y Gutteridge, 1989).

Bl radical superbxido (Oz27) no es muy reactivo; sin embargo, es potencialmente dafino
debido a la capacidad que tiene indirectamente de originar especies como el radical hidroxilo
(HO). E1 O2- al ser dismutado produce Hz0z y este titimo puede generar HO {Fig. 14 ).

El H202 no es un radical libre, sin embargo, s una especie reactiva con una capacidad
oxidante débil. Difunde a fravés de las membranas con facilidad y tiene la capacidad de
reaccionar con mefales como el Fe 2+ y el Cur para formar radicales hidroxilo de acuerdo a la
siguiente reaccion, descrita por Fenton en 1894;

H:0; +Fe* «—> Fe* +HO" +0OH"

El perbxido de hidrégeno también puede generar radicales hidroxilo al sufrir fision
homolitica por accién de algunos tipos de energia como radiaciones ionizantes o caldricas.

Ho, — > OH +OH'
1.3.1 Producci6n de las EROS en los sistemas bioldgicos

Las EROS son producidas durante el metabolismo celutar. En la formacion del oxigeno
singulete en los sistemas vivos participan pigmentos como rodopsina, clorofila a y b, riboflavina y
sus derivados flavin mononucledtido (FMN) y flavin adenin dinucledtido (FAD), bilirubina y
porfirinas. Estas moléculas son capaces de absorber tuz de cierla longitud de onda que provoca
la excitacion de sus electrones periféricos; esta energia puede ser transmitida a moléculas de
dioxigeno vecinas para originar un oxigeno singulete,

La fuente mas importante de produccion de radicales libres en las células aerobias es la
cadena de transporte de electrones, a través de ella se transportan cuatro electrones al complejo
oxidasa terminal para reducir una molécula de dioxigeno a dos de agua.

Cuando se da una reduccion incompleta del oxigeno molecular se pueden generar
facimente en esta via intermediarios como el superdxido, el perdxido de hidrégeno y los
radicales hidroxitos.



Durante el transporte de electrones en algunos elementos de la cadena, principalmente
en los complejos dinucledtido de adenina y nicotinamina reducide (NADH) coenzima Q reductasa
y en las dos formas reducidas de la coenzima Q, se produce una fuga de electrones
(autoxidacion de semiquinonas), que reducen al dioxigeno y originan al superoxido.

El radical superbxido también se forma, en cantidades pequefias, cuando las moléculas
de citocromo 0 se unen a una molécula de oxigeno y lo reducen {Poole, 1983).

Se estima que aproximadamente el 0.1% del oxigeno que consume E. coli es reducido a
superdxido y en las mitocondrias, sélo una pequefia fraccién del oxigeno total se convierte en
este intermediario reactivo (Fridovich, 1998).

Ademas de la cadena respiratoria, existen otros mecanismos metabdlicos generadores
de radicales libres; en ellos actiian enzimas que degradan el radical superdxido y producen H202
y O (Fig 1.4).

La fuente principal de produccion del Hz0; es la dismutacion del radical superoxido,
reaccion catalizada por fa superdxido dismutasa (SOD), presente en organismas procariontes y
eucariontes.

El HZ0 también se forma por accidn de enzimas como Ja glicolato oxidasa, D-L amino
oxidasa y urato oxidasa, durante la B-oxidacion de 4cidos grasos de cadenas largas, en la
sintesis de colesterol y de las purinas; en el catabolismo de los aminoacidos, el metabolismo del
glicolato y por accion metabdlica de las células del sistema inmune en las células eucariontes.

Glucosa
R o 0.* H,O
. |Ec] 2
HOO +
GSH NADP
+ H; O, '\
0, l Py rirly E-PGa G-s-PQ
l_. H,O.,+ 0,
Hz GSS8G NADPH
CO2
+
Fe 2+ Fea3+ Pentosa

O, + OH + OH

Figura. 1.4 FEsquema de las vias principales del metabolismo de radicales libres en los sistemas
biolégicos, CAT- catalasa, GSH- ghutation reducido, GSSG-glutatién oxidado, NADPH- nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato reducids, NADP- nicotinamina adenina dinudéotido fosfato axidade, 6PDG- glucosa 6
fosfato deshidrogenasa, SOD- superdxido dismutasa (Caliahan, y ¢ol. 1988).

1.3.2 Mecanismos de transformacion de las EROS en los sistemas biol6gicos

Las ctlulas presentan mecanismos que les permiten contramestar los daitos producidos
por las EROS. Los principales mecanismos de defensa antioxidante son:
1) Barreras fisiolbgicas que impiden el paso del oxigeno ambiental al interior celular,
2) Defensas antoxidantes no enzimaticas como las vitaminas E (o y B tocoferoles),
vitamina C {acido ascérbico), los carotenos, el glutation y el &cido urico, entre ofros.



3) Defensas antioxidantes enzimaticas. Compuesta por tas catalasas, peroxidasas y
superoxido dismutasa (SOD). Las enzimas dependientes de glutation {peroxidasas y
transferasas), que actian destruyendo a los radicales fibres antes de que ataquen a
las motéculas blanco (Haliwell y Gutteridge, 1989).

Newton y Fahey en 1990 reportaron en B. cersus la presencia de glutation como sistema
de defensa no enzimética y en nuestro laboratorio existen trabajos preeliminares realizados por
Shaday y Layla Michan Aguirre en los que se reporta la presencia de catalasas y SOD como
sisternas anfioxidantes de tipo enzimatico.

1.4. Mecanismos enziméaticos antioxidantes: las catalasas

Se han identificado dos clases de hemoproteinas llamadas hidroperoxidasas que estan
involucradas en el metabolismo del perbxido de hidrogeno: las catalasas y las peroxidasas; de
esta manera, las células moderan o previenen parte de! dafio oxidativo.

Las catalasas son hemoproteinas que convierten &l H202 en agua y oxigeno mediante
una reaccion de dos pasos;

En el primero, una molécula de H,02 se convierte a agua mientras que el hemo se oxida
formando un intermediario lamado compuestoi.

E-Fe2-OH + H20: — E-Fe*O0H+H0

Posteriormente, una segunda molécula de peroxido dona sus electrones y un oxigeno al
compuesto |, resultando en la formacion de oxigeno molecutar y la enzima queda en estado libre
{Hillar y col., 1999). :

E-Fe*00H + H:0: «  E-Fe?OH+H0 +02

Las peroxidasas siguen una reaccion similar excepto que el reductante dei compuesto |
es usualmente un donador de electrones organico.

Las catalasas se han aislado comiinmente de animales, plantas y microorganismos,
dentro de este grupo encontramos a dos tipos de enzimas: las catalasas tipicas y las catalasas-
peroxidasas (Hochman y col., 1992).

Denro de las caracteristicas principales de las catalasas fipicas tenemos que: son
hemoproteinas homotetraméricas con un peso molecular entre 225 a 270 KDa, su actividad
catalitica es independiente del pH presentando una meseta de actividad entre pH 5 y 10.5. Son
estables en una mezcla de etanclicloroformo y se inhiben especificamente por el 3-aminotriazo!
(Golberg y Hochman, 1989).

Las catalasas-peroxidasas difieren de las catalasas fipicas en que tienen las dos
actividades, de catalasa y de peroxidasa, pueden usar diversos donadores de electrones
auxiliares para reducir el per6xido en agua, son insensibles al 3-aminotriazol, son inactivadas por
cloroformoletancl y son sensibles a la temperatura. Se inhiben, igual que fas catalasas tipicas,
por azida y cianuro (Levy y col. 1992).

Las peroxidasas son capaces de oxidar una gran variedad de sustratos en presencia det
peroxido de hidrogeno. Su actividad se ha detectado en extractos celulares con sustratos
artificiales como el guaiacol, la bencidina, el pirogalol y 1a o-dianisidina; sin embargo, no se ha
identificado el sustrato natural de estas peroxidasas (Halliwel y Gutteridge, 1989).



1.4.1 Catalasas en las bacterias

Las catalasas-peroxidasas han sido purificadas de distintas bacterias, son proteinas
multiméricas de ~80 kDa cada subunidad; la catalasa HPI de E. colf y la catalasa-peroxidasa de
Rhodopseudomonas capsulafa son tetraméricas. Las peroxidasas de B. stearothenmophilus y
Comamonas compransons, son diméricas y la peroxidasa de Halobacterium halobium es
monomérica (Gjesing, 1991).

Algunas de estas catalasas-peroxidasas son transcripcionalmente inducidas por el
reguldn oxy R como parte de ia respuesta genética al H20z, por ejemplo: la HPI de E.cofi, y la de
Synechococcus PCCT94; mienras que ofras aumentan su actividad al entrar a la fase
estacionaria como la de Caulobacter crescentus (Matsuda y col., 1996) (Schenell y Steinman,
1995).

La funcién que se le da a estas catalasas-peroxidasas es la de atrapar H0: generado
por el estrés oxidativo y por otros tipos de estrés como el caldrico y la limitacién de nufrientes, sin
embargo, como esta enzima es muy labil ya que se inactiva por perbxido y bajas temperaturas,
no podria usarse en condiciones de estrés. Por ello se sugiere que la enzima funciona
principalmente como peroxidasa acoplada a la oxidacion de algunos sustratos importantes como
el NADH o0 NADPH {Matsuda y col., 1996). E! andlisis de las respuestas al estrés en bacterias ha
revelado que existe una red de sistemas regulatorios interconectados. Cada tipo de estres
induce un grupo caracteristico de proteinas (entre las que se encuentran las catalasas) que se
sobrelapan con ofras profeinas de estrés. Por ejemplo, en B. subtilis algunas proteinas son
inducidas por diversas circunstancias: el calor, el etancl, el perdxido de hidrbgeno, altas
concentraciones de sal, carencia de fuentes de carbono o nitrégeno y la limitacion de oxigeno.
Esto ha llevado a sugerir que estas proteinas de esirés pueden conferir 2 la célula una
proteccibn general que se presenta bajo condiciones adversas (Vilker y col., 1992).

La catalasa-peroxidasa de Vitreoscilla sp, una bacteria aerobia, tiene como funcién
principal el descomponer e! peroxido de hidrogenc generado por la hemoglobina presente en
esta bacteria (Vithb) que se expresa en condiciones de hipoxia. La Vithb se autoxida mas que
las hemoglobinas eucariticas y los productos de esta autooxidacidn son fa VitmetHb y peréxido
de hidrégeno {Abrams, y Webster, 1990).

En Klebsiella pneumoniae, la catalasa-peroxidasa funciona como atrapador del H20»
especiamente a bajas concentraciones usando su actividad peroxidativa ya que su Kw es de
0.65 mM, también funciona en algunas vias del metabolismo degradativo o biosintético de la
lingulina y requia el potencial redox de la célula porque puede oxidar nucledtidos de piridina
(Goldberg y Hochman, 1989).

En E.. cofi, 1a HPI tiene como funcibn principal descompaner los peréxidos formados a
nivel de la membrana, ya que se encuentra localizada en el penplasto de la membrana externa.
Tiene un papel antioxidante durante la fase logaritmica y puede oxidar compuestos como el
NADH y NADPH. Presenta un pH 6ptimo de 7.5 para su actividad de catalasa (Heimberg y
Eisenstark, 1988) (Loewen y col. 1985) (Spencer y col. 1588).

También se ha visto que en algunas especies bacterianas infecciosas, como las
pertenecientes al género Mycobacterium, |a catalasa-peroxidasa tiene un papel muy importante
en el metabolismo de la bacteria, incrementando de manera significativa 1a sobrevivencia de este
parasito dentro del macrdfago (Menéndez y col. 1897).

1.4.2 Catalasas en el género Bacillus
En Bacillus subtilis se ha observado la presencia de dos catalasas que fueron purificadas

y caracterizadas bioquimicamente: la Cat-1 (codificada por ef gen kat A) esta presente durante la
fase del crecimiento exponencial y se sobreexpresa al final de la etapa logaritmica, esta enzima



se encuentra en el citoplasma celular (Loewen y Switala, 1987', 19872, 1988).Un reporte
adicional, menciona que esta erzima puede ser secretada al medio durante la fase estacionaria
y la consideran una enzima extracelutar (Nacleiro y col., 1995).

La Cat-2 (gen kat E} se induce durante el inicio de la esporulacion, en la etapa
estacionaria. Loewen y Switala en 1987 reportaron que las esporas maduras solo presentan esta
isoenzima y que algunas cepas mutantes que no pueden esporular no la presentan.

Sin embargo, sobre este aspecto en particular, existe un reporte que menciona la
existencia de una catalasa especifica de las esporas de B. subtilis. Esta catalasa denominada
cat-X esta codificada por el gen x {(kat-x) el cual se encuentra bajo el control especifico del factor
of que se sintetiza en un nivel significativo durante la esporulacion (Bagyan y col., 1998).

En el género Badillus, sélo existen dos reportes de la presencia de alguna catalasa-
peroxidasa: en B. stearothermophiius se ha aislado y caracterizado a esta enzima, es un
dimero con dos grupos protohemo X {uno por molécula). Tiene una temperatura dptima de
70°C, se ha identificado su secuencia de aminoacidos y presenta un 48% de homologia con la
HPI de E. colf (Lopraser, et al., 1989).

La catalasa-peroxidasa del Bacifus aicaloflo YN-2000 presenta una actividad
peroxidativa con guaiacol. Et pH dptimo de |2 actividad de catalasa es de 6, mientras que el de
su actividad peroxidativa es de 9. La composicidn de aminoacidos de esta enzima es similar ala
de la peroxidasa de Halobactenum halobium y a la catalasa de Neurospora crassa.(Yumotp, et
al., 1990).

Los trabajos preefiminares desamollados en nuestro laboratorio por Layla y Shaday
Michan Aguirre con Bacillus cereus, sugirieron la presencia de dos catalasas, la cataiasa
vegetativa (VEG) que esta presente durante el crecimiento exponencial y la catalasa SPO,
exclusiva de la espora. En las esporas se encuentra tanto la catalasa VEG como la SPO, la
primera asociada al exosporio y la segunda en el protoplasma.

Sabemos que el integumento {exosperio) de ta espora posee elevadas cantidades de
una catalasa que por su movilidad electrofordtica se parece a la cat-VEG y que la enzima cat-
SPO es la nica especie de catalasa que se puede detectar en el citoplasma de la espora
madura. A pesar de estar presente en cantidades muy limitadas, pareceria ser que su funcibn
seria eliminar el peréxido de hidrogeno formado durante la germinacion y fuego durante el
crecimiento seria sustituida por la cat-VEG.

1.5. Estrés oxidativo y diferenciacién celular

La "Teoria de evasidn del dioxigeno® desarrcllada por Hansberg y Aguime en 1990
propone una explicacion al fenémeno de la diferenciacion cetular en microorganismos.

Esta teoria sostiene que las condiciones de tensién metabdlica propician la formacion
intracelutar de especies reactivas de oxigeno, que & producirse por amba de la capacidad
antioxidante de la célula, generan un estado inestable o también llamado hiperoxidante.

Para compensar este estado, la célula debe aumentar su capacidad para reducir al
dioxigeno, o bien disminuir ia entrada del mismo; en el primer caso la célula regresa a su-estado
estable anterior logrando adaptarse a condiciones mas oxidantes. Si reacciona evadiendo de
manera rapida el dioxigeno, la célula alcanza un estado estable diferente producto del cambio en
su organizacion moroldgica y funcional; pero si no puede compensar rapidamente el estado
hiperoxidante, la célula muere.

Uno de los hechos en los que se apoya la teoria es que durante el proceso de
conidiacion de Neurospora crassa existe un estado hiperoxidante relacionado con el proceso
morfogénico. Se ha observado la pérdida del poder reductor celular, la emision de luz
relacionada a la generacidn de algunas especies reactivas de oxigeno y diversos cambios en los
mecanismos antioxidantes de las células {Hansberg y Aguirre, 1990)
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Se ha identificado también que algunas bacterias presentan sistemas adaptativos para
contrarestar fos cambios drasticos producidos en el ambiente, por ejemplo; cuando se da un
estés oxidativo, se induce la expresion de algunos genes de enzimas especificas y se
encienden los mecanismos de reparacion del ADN (Dowds, 1994).
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2. 0BJETIVOS
2.1 Objetivo general

Identificar y distinguir las isoenzimas de catalasa durante los diferentes estados de
desanollo de Bacillus cereus, analizar sus propiedades catalificas y determinar su relacion con la
diferenciacion celular.

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar a las catalasas en cuanto a su localizacion y expresion dentro de las esporas
de B. cereus.

- Determinar las caracteristicas bioguimicas de las isoenzimas de catalasa presentes en el
ciclo de vida de B. cereus.

- Conocer el patron de expresién de la catalasa en el compartimento inmaduro de la
preespora y durante las fases de maduracion (estados lil a Vii).

- Comparar [a catalasa(s) de laespora con la catalasa de la fase vegetativa.

HIPOTESIS

Si refacionamos la diferenciacion celular con el estrés oxidativo, podemos plantear que la
falta de nutrimentos en el medio genera una tensién oxidativa que probablemente influye en el
proceso de esporulacion y en la induccidn de algunas enzimas anfioxidantes.

Sabemos que la actividad de catalasa se modifica a lo largo del ciclo de vida bactefiano
para asi contarrestar estas condiciones de tension oxidativa imperantes dentro de la célula.

Dado que el esporangic de Bacilius cereus esta formado per dos compartimentos (la
célula madre y la endospora), es posible que la expresion de las catalasas durante la
esporulacion ocuma de manera diferencial, durante 12 elapa especifica y asociada a cada
compartimento.

Suponemos que las catalasas presentes en las esporas de B. cereus tienen
caracteristicas diferentes y que la isoenzima presente en el protoplasto de la espora
{denominada spo-prot), tiene un papel especifico durante el proceso de germinacion de fa
espora, mientras que la isoenzima de! tequmento (spo-teq) eslaria asociada al crecimiento
vegetativo y a la esporulacidn temprana.
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3.MATERIALES Y METODOS
3.1 Material quimico
Todos los reactivos utilizados para llevar a cabo los experimentos tuvieron un grado de
pureza de reactive analitico para investigacion y de las marcas mas prestigiadas del mercado.

3.2 Materizl Biolgico

Se trabajd conia cepa silvestre de Bacillus cereus, la cual fue aislada y caracterizada por
Andregli y col. en 1973,

3.2.1 Obtencidn de células en los medios de cultivo

B. cereus crecid en el medio G2x para obtener células en etapa vegetativa y durante el
proceso de esporulacién y en un medio minimo con el fin de observar la germinacion y recuperar
las células primarias.

El medio G2x es un medio fermentable con el doble de la cantidad de sacarosa, extracto

de levadura y de los fosfatos para obtener una mayor masa celular. Los componentes del medio G
doble fueron:

- Extracto de levadura 0.2%

- Sacarosa 0.2%

- Suffato de amonio 0.2%

- Fosfato dibasico de potasio 0.1%

- 1% de cada una de las siguientes sales (Hanson y col., 1963);

MgSOq

CuSQO4

CaClz

MnSQ0:«

ZnS04

CoS04

FexS04)

El medic minimo para germinacion se prepard con:
- Amortiguador de fosfato de potasio 25mMapH 7.4
- Sales del medio G

Los cultivos se realizaron en un fermentador New Brusnwick modelo Biofiow 5000 con
capacidad de 60 litros de medio bajo condiciones aerobias {60 | de aire min'), a una temperatura
de 30°C y agitacion constante de 200 rpm. El fermentador se inoculd con cultivos sincronicos en
estado logaritmico, con un volimen equivalente al 5% de! voliimen total del fermentador.

Durante el cultivo se sigui6 la densidad 6ptica a 540 nm, el pH ¢el medio y se observaron
las células al microscopio dptico para cosecharlas en etapa vegetativa y durante fas diferentes
fases de la esporulacitn. El comienzo de la esporulacion (T0) se consideré a los 30 minutos
despugés de que el cultivo alcanzd su pH minimo. A partir de ahi se cosecharon 5 litros de muestra
de cada una de las etapas de la esporulacion, de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas con
una hora de diferencia entre cada una (T0, 71, T2, T3, T4, T5 y T6). Para obtener esporas libres el
cultivo se cosechd después de 24 horas (ver figura 1.1).

Los cultivos se cosecharon en una centrifuga de flujo continuo (Sharples TI). La masa
celular obtenida se resuspendid en amortiguador de fosfatos 50 mM. MgCl, 3 mM, pH 7.4 y las
esporas se lavaron tres veces con agua desfilada para evitar su germinacién; las células se
centrifugaron a 8600 x g durante 10 minutos en una centrifuga Beckman JA-21 y todas las
manipulacicnes se lievaron a cabo a 4°C. Posteriormente los paquetes celulares se almacenaron
a-70°C hasta su uso.
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3.2.2. Obtencién de esporas sin tegumento

Las esporas de B. cereus se resuspendieron en una solucion de Triton X-100 al 2% y se
agitaron durante 30 minutos a una temperatura de 4°C. Posteriormente se centrifugaron a 7740 xg
durante 15 minutos en la centrifuga Beckman, se recuperé e! sobrenadante que contiene la
fraccion del tegumento y las esporas ‘rasuradas” se recuperaron después de lavarlas en tres
ocasiones con agua destilada centrifugando a la misma velocidad para romperlas posterionmente
en la licuadora Bead-Beater.

El extracto del tequmento obtenido, se agitd durante 9 horas a 4°C, en presencia de
perlas Bio-Beads SM-2 para quitar la mayor cantidad de detergente posible y poder realizar fodos
los ensayos posteriomente (ver fig. 3.1)

Esporas

Agltar con Tritbn X100 21 2% x 30 min.
Centrifugar a 7740 xg 15 min.

! !

Sobrenadante Precipitado
Spo-teg
Lavar 3z con agus destilada
Retnover detergente
Romper en Bead beater

Tratamiento con disolventes
Centrifagar 125,000 xg 30 min

spo-teg

] !
Sobrenadante

Spo-prot

Figura 3.1. Obtencién de las fracciones del tegumento y el protoplasto de la espora de 8
cereus.

3.2.3 Obtencién de células primarias

Para conocer el pape! de las catelasas durante la germinacién y el crecimiento logaritmice,
se compard el comportamiento de las enzimas en las esporas integras y ‘rasuradas” con tritn (sin
tequmento), incubando a los dos tipos de esporas en una mezcla de sales del medio G (en donde
s6lo ocurre la germinacion) y en el medio normal G2x, donde hay reproduccion celutar (Fig. 3.2).

Se colocaron 40 mg {peso seco) de esporas en 10 ml de amortiguador de fosfatos 25 mM
pH 74, se sometieron a choque térmico y posteriormente se les agregd la misma cantidad de
medio minimo o medio G2x {segin sea €l caso) para incubarlas a 30°C durante 180 minutos. En
ese momento a ambos medios se les agregd como germinantes: alanina 40 mM y adenosina 2
mM.
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E=poras integras 6 sin tegumento
I
Choque Térmico
i
Medic G2x Medio minimo
con germminantes con germinantes
(Reproduccion celular} (Sélo germinacidn)
Incabar a 30°C 180 min.
Alicuctas
Observar al microscopio
Medir D.O. 540 nm
Medir actividad de catalasa

Figura 3.2. Método de obtencidn de células primarias y células vegetativas a partir de los dos
diferentes tipos de esporas.

Se tomaron muestras a diferentes tiempos a las que se les determind a densidad dptica a
540 nm, se observaron al microscopio Oplico para calcular e porcentaje de germinacion y se les
midit ta actividad de catalasa en el oximetro.

3.3 Ruptura de las células

Las células obtenidas en cada una de las diferentes etapas se resuspendieron en
amortiguador de fosfatos 50 mM y MgCh 3 mM a pH 7.4, en presencia de 1 mM de PMSF y de
una tableta coctel Complete {inhibidores de proteasas).

Las células se rompieron con ayuda de perlas de vidrio con diametro de 150-212 um en
¢l fraccionador Bead Beater, dando pulsos de 30 segundos de ruptura con intervalos de 5 min de
descanso en baflo de hielo para evitar el calentamiento, hasta acumular 12 pulsos. La ruptura
celular se comprabéd por microscopia.

Posteriormente, se filtrd la suspension para efiminar las peras de vidrio y se centrifugd a
125,000 xg durante 40 minutos en una ultracentrifuga Beckman L-60. El precipitado se desechd y
se recupert por decantacion e! sobrenadante fibre de membranas en el cual se midit la actividad
de catalasa.

3.4 Obtencién de fracciones semipuras de las diferentes catalasas de las esporas
3.4.1 Extraccion de la catalasa del tegumento (spo-teg)

El extracto del tegumento sin detergente se fraté con cloroformo y etanol en una relacion
10:5:3 viv respectivamente. Esta mezcla se agito en el vortex por 10 minutos y se centrifugd
después a 10 000 xg durante 5 min. Se separd fa fase liguida superior (que es la que contiene la
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actividad de catalasa) y se dializo por aproximadamente 10 horas contra amortiguador de fosfato
de sodio 50 mM EDTA 10 mM pH 7 a 4°C (Nadler, y col., 1986).
Esta fraccion se separd en alicuotas y se mantuvo en congelacion hasta su uso (Fig 3.1).

3.4.2 Purificacién parcial de la catalasa del protoplasto de la espora {spo-prot)
El extracto crudo obtenide de la ruptura de las esporas rasuradas se diluyd 1:2 con
acetona y se mantuvo a -20°C durante 17 horas.

Extracto crudo spo-prot

Diluir 1:2 con acetona
Mantener a ~20°C 17 horas.
Centrifugar a 7800 xg 10 min

Precipitado (pp) SOWS)
Resuspender en
amortiguador A
Resuspendido
Precipitaciin con sulfato
de amonlo 0 ~30%
Centrtfugar 10000 xg 15 min.
ﬂ ss 30%
Aladir suifato de amonio
| pars ¢l 709%
Centrifugar s 10000 xg 15 min
>1< PP 70%
¢ Resuspender en amortiguador A
Diallzar 19 hra an amortiguador A
Agreg Hato da lo 0.5 M

Fenil-sepharosa en
amortiguador B

Agiar30 emnina 7. A
iavar I veces con amartiguador B

Montar en columna

l Lavar 2 vecas con amortiguador B
Eluir con negativo
Fosfatos 50 mbt a O meM o pH 7.4
Colectar alicuotas

Leer abs. a 280 nm

Medir actividad de catalasa

Figura 3.3. Método de purificacidn parcial de la catalasa del protoplasto de la espora (Spo-prot).
Amortiguador A: Fosfato de potasio 50 mM pH 7.4. Amortiguador B: Fosfato de potasio 50 mM,
sulfato de amonio 0.5 M pH 7.4.; T.A.= temperatura ambiente

Esta mezcla se centrifugd a 7800 xg durante 10 min; el sobrenadante obtenido se desecht
y el precipitado se resuspendio en amortiguador de fosfato de potasio 50 mM a pH 7.4 para
precipitarlo después con sulfato de amonio de 0 a 30% centrifugando a 10 000 xg por 15 minutos.
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El precipitado obtenido se resuspendié en amortiguador de fosfatos 50 mM apH 7.4 y al
sobrenadante con 30% se le agregd el sulfatc de amonio necesario para Hegar a una
concentracian final de 70%, el cual se centrifugd a la misma velocidad para obtener un precipitado
del 70% que se resuspendié en el mismo amortiguador y el sobrenadante de 70%. Estas tres
fracciones (pp 30%, pp 70% y ss 70%) se dializaron durante 19 hrs aproximadamente contra
amoriguader de fosfato de potasio 50 mM pH 7.4 y se les midi$ después actividad de catalasa y
cantidad de proteina (Fig. 3.3).

El pp del 70% se adsorbib agitando con la resina fenil-sepharosa equilibrada con
amortiguador de fosfato de potasio 50 mM pH 7 con sulfato de amonio 500 mM, durante 30
minutos a temperatura ambiente. La resina se dejé precipitar y se lavo con 2 volimenes del mismo
amortiguador agitando 30 minutos; se montd después la resina en la columna, lavando
nugvamente con el mismo amortiguador. Posteriormente, la columna se eluyd con un gradiente
negativo (sin sulfato de amonio) de amortiguador de fosfato de potasio 50 mM pH 7a 0 mM de
fostatos; se colectaron alicuotas de 1 ml aproximadamente, las cuales se mantuvieron a 4°C para
determinartes |a absorbencia a 280 nm y la actividad de catalasa. Se agruparon las fracciones que
presentaban actividad de catalasa para realizar posterionmente las pruebas bioquimicas {Fig 3.3).

3.5. Determinacién de la concentracién de proteina

La concentracidn de proteina de fas muestras se fevd a cabo por el método originalmente
descrito por Lowry (1951} y modificade por Markwell (1981), el cual iene una sensibilidad de
deteccion de 0.005 a 0.02 mg de proteina.

La técnica consistio en hacer una curva patrdn poniendo 0, 5, 10, 15, 20 y 30 wl de una
solucién estandar de albimina bovina a una concentracion de 1 mg por ml. En ofros tubos se
colocaron concentraciones crecientes de la muestra problema. En ambos casos se aforé a 50 pl
con agua destilada. Después de completar la curva patron y los problemas, se adiciond 1 m! de 1a
siguiente mezcla:

1 mlde CuS04 2l 2%

1 mi de tartrato de sodio y potasio al 2%

23 mi de NaOH 0.1 N conteniendo NaxCCs al 2%

Los tubos se agitaron perfectamente en el vortex y se dejaron reposar por 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se les agregd 50 il de reactivo de Folin-Ciocalteu diluido
con agua destilada 2:1 {1 ml de Folin + 0.5 ml de agua) agitando inmediatamente en el vortex y
después de 10 minutos de reposo, se tomé la lectura a 750 nm. Como referencia, se calibré el
espectofotémetro con el tubo de la curva patrén que no contenia albdmina.

Los datos de la curva patrn se graficaron por regresion lineal con el método de minimos
cuadrados y se calculd la concentracion de proteina en fas muestras problema.

3.6. Determinacién de ia actividad especifica y total de catalasa (Método polarogréfico)

E! método usado para conocer la actividad de catalasa fue el descrito por Goldstein
(1968); consistié en determinar la velocidad de produccion de oxigeno molecular a partic del
perdxido de hidrégeno. La medicién se hizo utilizando un oximetro Yellow Springs Instruments
Modelo 57 y un electrodo de Clark sensible al oxigeno producido en una camara de reaccion de
1.8 ml de capacidad, termomegulada a 30°C.

Los ensayos se llevaron a cabo adicionando a fa camara de reaccion lo siguiente:

1) 1.8 mi de amorliguador de fosfato dibasico de potasio 0.4 M pH 7.4 previamente
burbujeado con nitrdgeno gaseoso con €l fin de disminuir la cantidad de oxigeno
presente en la cadmara.

2) Un volimen de muestra ( 25, 50 o 100 pl, seqiin sea el caso).

3) 100 pl de Hz02 30% diluido 1:1 con agua destilada (viv).
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La actividad especifica de catalasa se reportd como la cantidad de nanoatomos de
oxigena producidos en un minuto por miligramo de proteina {nat O/min/mg). Para obtener la
actividad total, se multiplich la actividad especifica por el total de miligramos de proteina de la
muestra.

Los ensayos para determinar 1a Ku de las catalasas se realizaron en el oximetro en el
mismo amortiguador agregando el peroxido de hidrdgeno en concentraciones crecientes, de 1.5
mM a 120 mM. Los datos obtenidos se procesaron por los programas Enz-Fiter y Microcal Origin
para calcular los datos de Km y Vmax de cada enzima.

3.7.1nhibicidn con azida de sodio, cianuro de potasio y 3, amined,2,4 triazol

Para conocer la sensibilidad de las catalasas al cianuro de potasio y a la azida de sodio,
se realizaron los ensayos en amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M a pH 7.4 incubando la
muestra en la camara del oximetro durante un minuto con concentraciones crecientes de cada
inhibidor y agregando después el sustrato a una concentracién de 100 mM. (Loewen y Switala,
19872, 1988).

Lainhibicion de la actvidad de catalasa por aminotriazol se realiz incubando un voliimen
de muestra en amortiguador de fosfatos 50 mM a pH 7.4 en presencia de perdxido de hidrogeno 4
mM, ascorbato de sodio 4 mM y aminotriazol 5 mM a 37°C durante una hora, se fueron tomando
alicuotas de 300 pl cada 5 minutos y se les midié actividad de catalasa en el oximetro por
triplicado (Margoliash, y col., 1960). Para ver mas claramente la accion del inhibidor en las
catalasas, también se realizaron ensayos de tipo dosis-respuesta con concentraciones crecientes
del aminotriazol.

3.8 Efecto del pH sobre |2 actividad de catalasa

Los experimentos se llevaron a cabo en un amortiguador de MES 100 mM, Tris 51 mM y
etanolamina 51 mM {amortiguador que mantiene la fuerza ibnica constante), ajustando a valores
de pH de 4 a 11 con 4cido clorhidrico y con hidroxido de amonio concentrados. Un volimen de
cada muestra de catalasa se incubd en dicha mezcla durante un minuto y después se le agregd el
peréxido de hidrogeno (Ellis, y Momison, 1995),

3.9 Determinacion de la actividad de peroxidasa con varios sustratos

La actvidad de peroxidasa se midio espectrofotométricamente a temperatura ambiente
siguiendo la tasa de oxidacion de los sustratos; los ensayos se realizaron en amortiguador de
fosfato de potasio 50 mM pH 7.4, peréxido de hidrégeno 20 mM, en presencia de un donador de
electrones y 1a cantidad apropiada de muestra. Los donadores utilizados fueron: ascorbato 0.6 mM
(E 200= 2.8 mM-'cm'), o-dianisidina 0.3 mg/m! (Eso = 11.3 mM* cmr'), NADPH 0.2 mM (Eag =
6.22 mM cm"), guaiacol 30 mM (Eap = 26.6 mM! e} y pirogalol 20 mM (Esie = 2.47 mM
cmt) splo para este Gfimo ensayo se utilizd H,0, a una concentracion de 740 uM {Goldberg y
Hochman, 1989).

Las lecturas se hicieron cada 3 segundos durante un minuto en un espectofotometro
Beckman DU 640 y la actividad de peroxidasa se cuantificd con base al coeficiente de extincion
molar de cada sustrato. :

3.10 Electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida se hicieron de acuerdo con el metodo descrito por Davis
{1964) y modificado por Hedrick y Smith (1968), en una camara de electroforesis marca Bio-Rad
modelo Miniprotean 1| con placas de vidrio de 8 cm de ancho por 7 de alto con separadores y
peine de 0.5 mm de grosor.

El gel resolvedor tuvo una concentracion de acritamida de 7.5% y para el gel concentrador
de 4.5%. Los geles se prepararon a partir de una solucién de acrilamida del 30% y 0.8% de
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bisacrilamida. Los amortiquadores de los geles fueron de Tris-HCI; Ja concentracién final para el
gel resolvedor fue de 0.375 M, pH 8.9 y para el concentrador fue de 0.125 M, pH 6.8. Para
polimerizar la acrilamida se agregaron 63 pl de una solucion de sulfato de amonio al 10%
preparada en fresco y 10 pl de TEMED.

El amortiguador de la camara fue Tris 0.025 M, glicina 0.192 M a un pH de 8.5. Las
muestras se diluyeron 1:2 con la siguiente solucion: Tris 100 mM a pH 6.8, glicerol 10% y 3 pM de
azu! de bromofenol.

La electroforesis se realizé a una comiente constante de 1 mA por cm de gel en el
concentrador y de 1.5 mA por cm de gel en ef resolvedor. EI fiempo total de corrida fue alrededor
de 2 horas.

En los geles se corrieron muestras por friplicado, dos se revelaron para observar las
actividades de catalasa y de peroxidasa {por Zimograma), ¥ la Ulima se utilizo para tefiir las
proteinas agitando el gel durante 30 minutos en la solucién de tincién que contenia: glicerol 5%,
ac. acético 10%, metanol 25% y azul de Coomassie R-250 al 1%. Posteriormente los geles se
destifieron con una solucion de metanol 25%, glicerol 5% y &cido acético 10%.

3.10.1 Isoelectroenfoque

Para la determinacion del punto isoeléctrico de las diferentes catalasas, se prepar6 un gel
de poliacrilamida al 5.5% conteniendo 2.2% de anfolitas a pH 3-10 y 20% de glicerol de t mm de
grosor. Para polimerizar el gel se utilizaron 46 ! de solucion de persulfato al 10% y 21 ul de
TEMED.

La solucion del catodo fue NaOH 100 mM y a del 4nodo fue de HiPO4 100 mM; el gel se
precomio durante 20 minutos a 250 volts. Posteriormente, se colocan las muestras en los pozos
diluidas 1:1 (viv) con la siguiente mezcla: glicerol 15% y anfolitas 2.4% y se corre el gel a 300 V
durante 3.5 horas con soluciones de anodo y catodo nuevas.

A continuacion se cortaron dos carriles en bandas de 0.5 ¢m de grosor y se colocaron en
tubos Eppendorf con 1 ml de agua destilada para la medicidn posterior del pH de cada una de
ellas; el resto del gel se revel6 por zimograma para actividad de catalasa.

3.10.2 Determinacion de catalasa y peroxidasa mediante zimogramas

Para ver la actividad de catalasa en los geles, se siguié la técnica descrita por Harris y
Hopkinson (1976) y modificada por Chary y Natving (1989) que consiste en la aparicion de bandas
incoloras en un fondo azu! obscuro, relacionadas con |a actividad de catalasa.

£l gel se agité durante 5 minutos en una solucin de metanol al 5% para fijar las proteinas;
posteriormente, se enjuagd con agua destilada y se dejd incubando durante 5 minutos en una
solucién 0.03% de H20: a temperatura ambiente. Por otra parte, se preparé una solucidn de
ferricianuro de potasio y ofra de cloruro fémico, ambas al 2% justo antes de usarse.

Después se enjuagd el gel con agua destilada y se incubd en la mezcla de las dos
scluciones anteriores. Los componentes de la mezcla se precipitan en presencia de perdxido de
hidrogeno y tifien el gel de azul. En las zonas donde no existe Hx0», debido a la accion de la
catalasa, no hay precipitacion y quedan las bandas incoloras.

Para observar la actividad de peroxidasa se reveld el ge! por la modificacion del método
de Gregory y Fridovich (1974), usando tetrametilbenzidina (0.3 mg/ml) disuelta en una solucién de
etanol, 4cido acético y agua (1:1:1 viv). Los geles se incubaron en esta mezcla durante 10 minutos
en oscuridad y a temperatura ambiente y después se transfirieron a una solucién de peraxido de
hidrdgeno al 2% hasta que se evidenciaron las bandas azules de peroxidasa (Abrams y Webster,
1990).



4, RESULTADOS
4.1 Curva de crecimiento de Bacillus cereus

La grafica 4.1 muestra la cinética de crecimiento de B. cereus en medio G2x. Las células se
cosecharon a la mitad de (a fase logaritmica (3.5 horas posteriores a la inocutacitn), células en T0,
30 minutos después de que el cultivo alcanzd su pH minimo, que en este caso fue de 6.1; células en
fase T1,T2, T3, T4, 75, T6 y esporas libres (24 horas después de haber inoculado el femiemador).
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Figura 4.1. Cinética de crecimiento de Baclis cereus en medio Gox.

4.2, Variaciones en la actividad de catalasa durante el crecimiento logaritmico y el proceso de
esporulacién en célutas enteras y extractos totales de B, cereus

Se midib actividad de catalasa alas células enteras en las diferentes fases del desamrallo de
la bacteria. La actividad iende a mantenerse constante desde fa etapa logaritmica media hasta T3.
Hay un aumento significativo de casi el doble en T4 ef cual se incrementa aun mas hasta Hegar a su
maximo en Ia etapa T6. Al finalizar el proceso de esporulacion (en fas esporas libres), la actividad de
catalasa regresa a sus valores basales. Estos resuttados se muestran en la figura 4.2.

1300

iI 0

Catalaga: act. relativa

«-@ Demanda Ox;ng atom Omi
RAespwacian

T6 Esporas

Biapa
Figura 4.2. Actividad de catalasa en las células enteras de las diferentes etapas del ciclo de vida de &,
cerews, La actividad relativa de la enzima se expresa como ndtomos de O,/ min.
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Ei aumento en la actividad relativa de catalasa no esta relacionado con un aumento en el
metabolismo aerobio de la bacteria. Como puede observarse en la figura 4.2, |3 respiracion aerobia
va disminuyendo conforme avanza e} desarrollo teniendo un minimo en la etapa T6 que coresponde
al maximo de actividad relativa de catalasa.

veg 0 M 2 ™ T4 5 T6 Egporas

Figura 4.3. Actividad especifica de catalasa en los extractos totales de las células en las etapas: logaritmica,
durante el proceso de esporulacién y en 1as esporas libres.

Los resultados anteriores se comprobaron al medir ia actividad especifica de catalasa en los
extractos de las células en las misma fases del desarollo de la bacteria {Fig. 4.3).

Adicionalmente, se comprobb que ninguna catalasa se excreta al medio de cultivo en alguna
de las fases de desarroflo estudiadas ya que no se enconfré actividad en los sobrenadantes de las
diferentes etapas del desamollo de 1a bacteria.

4.3. Identificacién de isoenzimas de catalasa
Los Zimogramas que se realizaron para detectar la aparicion de las isoenzimas de catalasa
fueron cargados con diferentes concentraciones de proteina de cada muesira con el fin de lograr una
mejor definicion de las bandas de actividad. Estos geles revelaron una banda presente en las células
de crecimiento logaritmico, T y que continiia hasta T6 (Figura 4.4a); sin embargo, en el extracto de
las esporas maduras se observan dos bandas, una que coincide con |2 catalasa presente en la fase
vegetativa y otra de menor movilidad electroforética (Fig. 44 ay b).
1 2 3 4 s 6 7

Figura 4.4a Zimograma de las catalasas presentes en las etapas de! desarrolio de 8. cereus. Carril 1: catalasa
vegetativa (50 pg de proteina), carril 2: TO (13 pg), caril 3: T3 (6.25 pg), carril 4: T4 (5 ug), cail 5: T5 (4
ug), carril 6: T6 (5 pg), carril 7: esporas (S0 pg).
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En fa figura 4.4b se muestra mas claramente, ¢l zimograma de las catalasas de las etapas
vegetativa, TO, T3, T5 y esporas completas, que fueron los puntos del ciclo de vida de ia bacteria
que se tomnaron para analizar las caracteristicas bioquimicas de las enzimas y compararias
posteriormente,

Figura 4.4 b. Zimograma para catalasa. Carril 1: catalasa det aecimiento vegetativo (50 ug), camil 2: TO (13
ng), carrll 3: T3 (6.25 pg), carril 4: 75 {4 pg), caril 5: esporas (50 pg).

De la misma forma, se comieron muestras de la catalasa extraida del tegumento de las
esporas y una muestra del extracto obtenido del protoplasto de estas esporas rasuradas. Se observa
una banda comrespondiente a ta muestra del tegumento (Cat spo-teg) que fiene la misma movilidad
electroforética que la catalasa presente en las diferentes etapas del proceso de esperulacion (Fig.
4.4b), y se obluvo de manera separada la catalasa del protoplasto de ta espora denominada spo-
prot (Fig. 4.5).

Figura 4.5. Zimograma de las catalasas de las esporas de 8. cerewus. Camil 1: esporas compietas (50 pg),
carril 2: protoplasto (65 pug) y caril 3: tegumento (50 pg).

4 4. Determinacién del punto isoeléctrico

ta determinacion del punto isosléctrico (pl) de las catalasas de las etapas logaritmica, T0,
T3, T5 y esporas de B. cersus se realizaron calculando la distancia de las bandas en el Zmograma y
comparandolas con los valores de pH obtenidos en el gradiente forrada en el gel.

En ta tabla 4.1 se sefialan los puntos isoeléctricos de las diferentes catalasas. La presente
en el estado vegetativo, en 1a fase estacionaria, durante el proceso de esporulacion y en las esporas
libres son los puntos criticos en los que analizamos las caracteristicas de las enzimas (ver figura
4.6).
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Tabla 4.1. Valores de Punto Isoeléctrico de 1as diferentes catalasas de 8. cereus.

Catalasa pl

{ ogaritmica 414
TO 414

T3 414

T5 414
Esporas completas 414
6.94

] — 6.94

CIRNGTN  SEKECKT  EGEETEI CNCITTY  (Eegr . 4_14

Figura 4.6. Esquema del zimograma para la identificacidn del pl de las catalasas de 8. agraus. Caril 1: etapa
de crecimiento logaritmico, carril 2: TO, carril 3: T3, camil 4: TS y canvdl 5; esparas fibres.

Como se puede cbserva, Ias catalasas de las fases del desamollo de B, cereus tienen el
mismo punto isoetéctrico, incluyendo a la cat spo-teg. Solo el extracto de las esporas totales
presenta una catalasa adicional con un pl mas basico que corresponde a la catalasa del protopiasto
0 spo-prot.

4.5 Determinacion de la Ku ¥ Vo de las diferentes catalasas

En la figura 4.7 se muestra un ejemplo del efecto de la concentracion de sustrato sobre la
actividad de |a catalasa presente en el estado de crecimiento logaritmico de B. cergus para obtener
{aKu

Tabla 4.2, Determinacién de Ky ¥ Vi, para H;0; para algunas catalasas de 8. areus. Los datos se presentan
como promedio + desviacion std, n=3.

ETAPA Ku {mM) Vinax
natOximinimg prot

Logaritmica 6+6 67,000
15 27 98,000
T6 17+3 150, 000
Esporas totales (spo-Tof) 54+8 83,000
spo-teg 3216 79,000
spo-prot 176 20,000
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Figura 4.7. Efecto de la concentracién del perdxido de hidrégenc sobre la actividad de catalasa presente en &
aredimiento logaritmico de 8. cerews. . Los datos se presentan come promedio + desviacién std, n=3.

La tabla 4.2 muestra los datos obtenidos de Ku y Vma para las diferentes catalasas
presentes en algunas etapas del desamollo de B. cereus. Aparentemente, la ¥u para la catalasa
presente durante la etapa logasitmica hasta T5 y la catalasa del fegumento no presentan variacién
significativa. Sin embargo, en la etapa T6 la Ku baja y es igual a la de 1a catalasa det protoplasto de
la espora.

4.6. Inhibicién de las catalasas con la azida de sodio, el cianuro y ei 3-aminotriazol

La figura 4.8 muestra la inhibicion de 1as catalasas con cianuro de potasio de los estados:
logaritmico, T0, T3,T5 y de las esporas totales presentes en B. cereus.

,.I[)d" )
-T0
~T3
aTsg
* 5po- Tgx

% Actividad Remanente

[KCN] M
Figura 4.8 Actividad de las diferentes catalasas en presencia de cianuro de potasio. tas muestras se
incubaron en el oximetro en amortiguador de fosfato de potasio 100 mM pH 7.4 a 30°C con el inhibidor
durante un minuto antes de agregar 100 mM de H,0, para comenzar ¢l ensayo. Los datos presentados son
rqrsmtahvosdeammmwsmmﬁadospubmm3masmsacadacumwxim

A bajas concentraciones de KCN las catalasas presentes en TO se inhiben
aproximadamente en un 50% y en T5 y en la fase logaritmica un 65%. Las catalasas de las esporas
presentan una mayor resistencia a altas concentraciones de XCN.
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La curva de inhibicién con azida de sodio se muestra en la figura 4.9,

-]
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Figura 4.9. [nhbicién con azida de sodio. Los ensayos se realizaron en amortiguador de fosato de potasio 0.1

M pH 7.4 ncubando un volumen de muestra <on el inhibidor durante 1 minuto y agregando después el H,0; a

una toncentracidn final de 100 mM. Las datos presentados son representativos de experimentos realizados por
lo menos en 3 ocasiones a cada concentracion.

En esta figura se observa que, las catalasas de las esporas son mas resistentes al inhibidor
que las catalasas de los estados vegetativo, T3 y T5. Estas dltimas enzimas se inhiben rapidamente

por la azida mientras que las catalasas de las esporas fienen un 29% de actividad remanente a
concentraciones de 40 M.

El cianuro y la azida son inhibidores comunes de las catalasas, pero se ha estudiado la
sensibilidad de las diferentes catalasas al 3-amino 1,2,4 triazol (inhibidor especifico de éstas)
utilizando varias condiciones de ensayo y concentraciones variadas de este inhibidor que van desde
8 mM hasta 20 mM (Margoliash, y col., 1560). Por ello se sabe que las catalasas tipicas o
monofuncionales se inhiben con el 3-aminotriazol y que las catalasas-peroxidasas son resistentes a
este compuesto (Golberg y Hochman, 1989; Yumoto y col., 1980).

La figura 4.10 muestra 1a inhibicidn con el 3-aminotriazol de los estados: logaritmico, etapa
estacionania (TQ), T5 y esporas de B. cereus.

En esta gréfica se pueden distinguir tres familias de curvas diferentes: 1) las catalasas de la
etapa vegetativa, TO y T3 son mas sensibles al inhibidor y poseen el mismo comportamiento. 2} En
el estado T5 se vé un aumento en |a resistencia de la catalasa al 3-aminotriazol y 3) las catalasas de
la espora son adn mas resistentes.
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Figura 4.10. Efecto def 3-aminotriazo! sobre b actividad de las diferentes catalasas de B. cereus. Los
extractos crudos lbres de membranas de cada muestra se colocaron en ef oximetro con el inhibidlor en
amortiguador de fosfato de potasio 100 mM 2 pH 7.4 iniciande de manera inmediata la reaccion agregando
100 mM de Hy0,. 105 datos presentados son representativos de experimnentos realizados por fo menos en 3
ocasiones a cada concentracion,

Para investigar cudl de las dos catalasas le conferia la resistencia al inhibidor en las
esporas, se analizb la cinética de la catalasa spo-prot y spo-teg por separado. Los resultados se
muestran enlafigura4.11.
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Figura 4.1, Inhibicion con 3-aminotriazol. Las muestras se oolocaron en €l oximetro con concentraciones
recientes del inhiidor en amortiguadar de fosfato de potasio 100 mM a pH 7.4 e iniciando 1a reaccion de
manera inmediata al agregar 100 mM de H,G,. Los datos presentados son representativos de experimentos
realizados por lo menos en 3 ocasiones a cada concentrackin,

En esta figura se ve claramente que la catalasa del protoplasto de la espora es la que
presenta mayor resistencia. Se inhibe en un 41% aiin a concentraciones de 25 mM. Sin embargo, la
catalasa del tequmento presenta un comportamiento idéntico al de la catalasa vegetativa lo que
refuerza |a posibilidad de que se trate de la misma enzima.

4.7 Determinacion del pH éptimo de las catalasas de B. cereus

Se utilizd la mezcla de tres componentes en la que Ia fuerza ibnica varia poco con &l pH
{Mes 100 mM, Tris 50 mM y etanotamina 50 mM} trabajando en el intervalode 4 a 11.
Enla gréafica 4.12 se muestra la acfividad de las catalasas en ia mezcla anterior.
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Figura 4.12. Determinacidn de la actividad especifica de las catalasas en funcidn det pH. Las muestras se
ncubaron en e oximetro con amortiguador: MES 100 mM, Tris 51 mM, etanolamina 51 mM a varios valores de
pH durante un minuto antes de comenzar el ensayo afladiendo 100 mM de H,0..

En la grafica se observa que las catalasas presentan una meseta de actividad en los valores
de pH de 6.5 a 9. Sin embargo, las calalasas de las esporas tienen un comportamiento atipico,
mostrando una mayor estabilidad a valores de pH basices.

4.8. Determinacion de la actividad de peroxidasa

4.8.1 Espectrofotométricamente

Para confirmar la presencia de una catalasa-peroxidasa en el protoplasto de la espora se
midid la actividad de peroxidasa espectrofotométricamente mediante fa oxidacitn de pirogalol. Los

resultados se muestran en latabla 4.3.

Tabla 4.3. Adtividad de peroxidasa de las diferentes catalasas presentes en las etapas del desarrolio de 8
cereus. Los datos presertados son representativos de experimentos realizados por lo menos en 3 ocasiones.

MUESTRA nmoles purpurogalina/minimg
prot.
Logaritmica media 7.95
T0 9.17
T3 8.88
T5 17.54
Spo-tot 31.32
Spo-prot 3526
Spo-eg 6.75

Estos datos nos indican que la catalasa del tegumento de la espora es una catalasa tipica
(no tiene actividad peroxidativa significativa) y que en e! protoplaste hay una catalasa-peroxidasa.
Ademas ésto nos sugiere que la enzima spo-prot se empieza a sintetizar en la etapa T5 debido al
aumento en la actividad peroxidativa {Figura 4.13).
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Figura 4. 13 Gréfica de actividad de catalasa vs. Actividad de peroxidasa con pirogalol.

4.8.2 Zimograma

Los datos de que la catalasa del protoptasto de la espora es una catalasa-peroxidasa, se
confirman con la aparicidn de una banda en el gel revelado con diaminobenzidina (Fig. 4.14).

Este zimograma muestra que ias bandas reveladas para actividad de peroxidasa coinciden
en las muestras de esporas totales (spo-tot) y spo-prot, asi como que la aparicién de esta enzima
puede darse durante la etapa de esporulacion T5.

1

Figura 4.14. Revelado para actividad de peroxidasa. Carril 1: spo-tot, carril 2: spo-prot y carit 3: T5. Todos
fos carriles se cargaron con 200 ug de proteina.

4.9. Obtencidn de las fracciones semipuras de las diferentes catalasas de las esporas

Con ¢l fin de diferenciar y caractesizar bioguimicamente las catalasas de las esporas de B.
cereus, se frath de establecer un método de purificacion para la catalasa del protoplasto y para la del
tegumento de la espora.

4.9.1 Purificacidn parcial de ia catalasa del protoplasto de la espora {spo-prot)

La precipitacion con acetona resultd ser un método fil con el cual nos deshacemos de
aproximadamente un 20% de la cantidad de proteina total despues de centrifugar. El precipitado del
70% de sulfato de amonio fue donde encontramos fa actividad de la catalasa y fue la fraccion que se
hizo pasar por fa columna de fenil-sefarosa {Tabla 4.4).

La figura 4.15 muestra el perfil de elucién de 1a columna de fenil-sefarosa. Como se puede
observarse, casi toda la proteina sale al principio de la elucién y al medirle la actividad de catalasa,
ésta se obtuvo en las primeras fracciones por lo que se hizo un pool de la fraccion 8 a la 13 y con
este se tabajd posteriormente. Se realizd una electroforesis en geles de poliacrilamida no
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de_snaturalizantes para observar el nimero de bandas de la proteina presentes asi como para
evidenciar la actividad de catalasa y de peroxidasa de |a muestra.

En la tabla 4.4 se muestra los pasos de purificacion de la catalasa spo-prot y la tabla 4.5
muestra los mismos parametros pero para la actividad de peroxidasa de la misma enzima.

Tabla 4.4. Purificacién de la catalasa . Referida como natQ, /min
MUESTRA | Proteina | Volimen | Act. Especifica| Act. Total Vecesde | Rendimiento
mgim! ml natOJminimg | n#tO4min | purificacién %
E. crudo 3.09 30 19,014 17 762,598 1 100
pacetona | 271 25 23486 1'591,176 1.23 90.3
pp 70% 282 6 29,804 504,284 1.57 28.61
Fenil- 0.2054 6 166,855 205,632 8.77 11.66
sefarosa
025 7 50
0.2 [ %0
9
50,15 h 30 g
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Figura 4.15. Perfil de elucidn de la colurnna de Fenil-sefarosa. Se muestra también la actividad de

catalasa de algunas fracciones.
Tabla 4.5. Actividad de peroxidasa en |a purificacién de spo-prot.
MUESTRA Act. especifica Act. total Veces de | Rendimiento
nmoles purpurogalinal | nmoles purpurogalina/ | purificacién %
min/mg min

E. crudo 31.32 2803 1 100

pp acetona 92.05 6,236 2,94 214
pp 70% 124.15 2,100 396 72.34

Fenil- 24789 305.5 7.91 10.52

sefarosa
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Los resuftados de las veces de purificacidn de ambas actividades asi como los datos de
actividad de peroxidasa de la misma muestra, tanto al medir la actividad espectrofotométricamente
como & revelarla en & gel con diaminobenzidina, nos sugieren que podria tratarse de fa misma
enzima: una catalasa-peroxidasa.

Para comprobar que la catalasa de la espora spo-prot se trataba de una catalasa-peroxidasa
se midio la actividad de peroxidasa con varios sustratos tanto en un extracto crudo como en la
fraccion semipurificada de esta enzima. Los resultados se muestran en latabla 4.6.

Tabla 4.6. Adtividad de peroxidasa o diferentes sustratos.

Sustrato Pirogalol Guaiacol |O-dianisidina | Ascorbato | NADPH

Muestra (nmoles de sustrato oxidado min-'mg ')

Spo-prot 31.32 488 11.52 ND ND
Fenil-sefarosa 247.89 17.02 31.45 ND ND
ND= o deteciada.

4.9.2 Extraccion de la catalasa del tegumento {spo-teg)

Como la catalasa del tegumento de la espora es una catalasa tipica, se puede extraer
facilmente con un tratamiento de solventes (metanol / cloroformo), este método fue muy Gfil para
poder obtener una fraccién semipurificada de esta enzima, los resultados se muestran en fa tabla
47.

Tabla 4.7. Purificacin parcial de 1a catalasa del tegumento de 3 espora {spo-teg) de 8. acreus.
MUESTRA | Proteina | Voliimen Act, Act. Total | Vecesde |Rendimient
mg/ml m Especifica. purificacién 0
natQxmin/mg %
Ext. 0.964 7 79,293 535,069 1 100
| _tegumento
Extraccion | 0.0448 10.5 910,714 428,400 1.5 80
solventes

En la figura 4.16 se muestra el Zimograma donde se comparan las actividades de la catalasa
spo-prot y de la spo-teg asi como el gel de proteinas en la obtencidn de las fracciones parcialmente
purificadas.

Figura 4.16. Zimograma del proceso de purificacidn de las catalasas de fas esporas de 5. comus. Camil 1:
spo-prot 108 g, camil 2: pp70% spo-prot 99 pg, carmil 3: spo-prot Fenil sefarosa 7 pg. Camil 4: spo-teg, 34
1g, caril 5: spo-teg extraccion con solventes 2 pg.
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4.9.3 Inhibicién de las catalasas de las esporas con azida, cianuro y 3-aminotriazol

La figura 4.17 muestra |a gréfica de inhibicién con cianuro de potasio de las dos catalasas
(semipurificadas} presentes en las esporas de B. cersus.
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Figura 4.17. Actividad de s catalasas semipurificadas de las esporas de 5, cerews en presencia de clanuro
de potasio. Las muestras se incubaron durante un minuto en el oximetro con € inhibidor en amartiguador de
fosfato de potasio 100 mM a pH 7.4 a 30°C. Posteriormente se le aifadib 100 mM de H;0, para inidar la
reaccién. Los datos presentados son representativos de experimentos realizados por fo menos en tres
ocasiones a cada concentracion.

En esta grafica se puede observar que tas dos enzimas tenen un 50% de inhibicidn con una
concentracion similar de cianuro, 9.5 uM para la spo-teg y 8 uM para la spo-prot.

La inhibicion de las catalasas spo-teg y spo-prot con azida de sodio se muestra en la figura
4.18.
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Figura 4,18, Inhbiidn con azida de sodio. Las muestras se incubaron con €l inhibidor en amortiguador de
fosatos de potasio 100 mM a pH7.4 durante un minuto antes de comerzar € ensayo afadiendo 100 mM de
H;0,.

La figura 4.19 muestra la inhibicion de Yas dos catalasas con § mM de 3-aminotriazol en
presencia de ascorbato a una concentracion de 4 mM durante 60 minutos de incubacion.
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Figura 4.19. Cinética de inhibicion de las catalasas spo-teg y spo-prot con 3-aminotriazol
{Margoliash, y col., 1960). Las muestras semipuriicadas se incubaron a 37°C aon 5 mM de 3-aminotriazol, 4
mM de ascorbato de sodio y 4 mM de H,0, en amortiguador de fosfato de potasio 50 mM a pH 7.4. Se fueron
tomando allcuotas cada 5 minutos y se les midié actividad de catalasa en el oximetro. Los datos se presentan
como promedio £ desviacion std, n=3.

En esta grifica se puede observar que la catalasa spo-prot presenta una resistencia mayor
al inhibidor, comparada con Ya inhibicién rapida que presenta la catalasa spo-teg, que es una
catalasa fipica. La tendencia puede verse mas claramente en las grificas de dosis-respuesta de las
dos enzmas frente a inhibidor {Fig. 4.20), en la que la catalasa del protoplasto de la espora se
inhibe en un 25% aln a concentraciones de 25 mM mientras que la spo-teg se inhibe en un 75% ata
rmisma concentracion.

“log |
-~spoteg |
-~ spo-prot|

9% Actividlad Remanents
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Figura 4.20. Inhbicidn con 3-aminotriazol de las catalasas de las esporas de 8. coraus. S5¢ muestra ademids
como referencia |a actividad de 1a catalasa de la etapa vegetativa, Los fracciones semipurificadas de cada
muestra se colocaron en e oximetro con & nhibidor en amartiguador de fosfato de potasio 100 mM a pH 7.4
iniciando de manera nmediata (3 reaccitn agregando 100 mM de H;0,. Los datos presentados son
representativos de experimentos realizados por lo menos en 3 ocasiones 2 cada concentracion.
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4.9.4 Determinacion del pH dptimo

Las graficas 421 y 4.22 muestran la actividad de las catalasas spo-prot y spo-teg,
respectivamente.
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Figura 4.21 Determinacidn de (2 actividad de la catalasa spo-prot en funcién del pH. La enzima

semipurificada se inoubd en ef oximetro con un amortiguador que mantiene la fuerza idnica constante; MES
100 mM, Tris 51 mM, etanclamina 51 mM a varios valores de pH durante un minuto antes de comenzar e

ensayo afiadiendo 100 mM de H,0,. Los datos se presentan como promedio + desviadén std, n=3.
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Figura 4.22 Actividad de la catalasa spo-teg en funcién del pH. La muestra semipurificada se incubé en et
oximetro con un amortiguador que mantiene la fuerza inka constante: MES 100 mM, Tris 51 mM,
etanolamina 51 mM a varios vatores de pH durante un minuto antes de comenzar el ensayo afladiendo 100
mM de H,0;,. Los datps se presentan como promedio + desviacin std, n=3.

La catalasa del tegumento mostré un comportamiento independiente del pH, en el intervalo
enfre 6.5 y 9; mienfras que la spo-prot va incrementando su actividad haciéndose similar entre los
valores de pH 7.5 y 10 pero no tiene un pH éplimo claro.
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4.10. Papel de la catalasa spo-teg en la germinacién y ef crecimiento logaritmico

Para conocer la funcién que desempefia la catalasa del tegumento de la espora durante la
gesminacion se incubaron esporas tanto integras como esporas a las cuales se les ha quitado el
tequmento en un medio con germinantes ¥ en un medio G2x, también con germinantes.

4.10.1, Germinacién
Las figuras 4.23 y 4.24 muestran los porcentajes de germinacion de las esporas integras ¥ las
rasuradas (sin tequmento), respectivamente, incubadas en los dos tipos de medio.
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Figura 4.23 Porcentaje de garminaciin de esporas integras en medio G2x y medio minimo con germinantes.
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Como se puede observar, €l proceso de germinacion se lleva a cabo durante los primeros 20
minutos {en los dos casos), pero es un poco més rapida en las esporas integras. Las esporas
rasuradas {slo con cat spo-prot) germinan entre el 75 y 80% en medio minimo y en medio G2x
respectivamente (Fig. 4.24). En cambio, 1as esporas integras tienen un 95% de germinacion en
ambos medios (Fig. 4.23).
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4.10.2 Actividad de catalasa en medio de cultivo G2x

Al analizar la actividad de Ja catalasa de las esporas integras y sin tegumento, germinadas
en medio G2x, se observa que la actividad de la enzima en esporas integras es igeramente mayor
que [a encontrada en las esporas rasuradas. Asl también, se puede ver que la densidad optica del
cuitivo va aumentando con el tiempo de incubacion y que ef momento en el que ocurre la primera
division celular no se vi6 afectada por el tratamiento con el detergente presentandose a fos 90
minutos en los dos tipos de esporas (Fig. 4.25).
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Figura 4.25. Curso temporal de la actividad de catalasa en esporas las integras {.) y sin tegumento (+)
incubadas en medio G2x con germinantes (alanina 40 mM y adenosina 2 mM). Se muestra la densidad éplica
de cada aultivo por esporas integras (*) y rasuradas (3 ).La actividad especifica de catalasa estd expresada
en natomos de axigeno/ minuto / 40 Mg de peso sexo. Las flechas indican el momento en el que se observl

primera divisién celular. Los datos presentados son representativos de experimentos reafizados por 1o menos
en 3 ocasiones.

4.10.3 Actividad de catalasa en medio minimo con germinantes
Comparando fa misma actividad de catalasa, de esporas Integras y sin tegumento, pero

ahora en medio sblo con germinantes, se observa que ambas actividades tienden a mantenerse
constantes durante todo el fiempo de incubacion. Estos resuftados se muestran en la figura 4.26.
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Figura 4.26. Comportamiento de la actividad de catalasa con respectn al tiempo en tas esporas integras (+)
¥ las esparas sin tegumento {.) incubadas en medio minimo usando 40 mM de alanina y 2 mM de adenosina,
come germinantes, Se muestra ademds la densidad Sptica de los cultives. Los datos presentados son
representativos de experimentos realizados por ko menos en 3 ocasiones.
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5. DISCUSION
5.1 Expresién de isoenzimas durante el ciclo de vida de Bacillus cereus

Se han detectado cambios en la actividad y en el patrén de las isoenzimas de catalasa
relacionados a la diferenciacion celular y a diferentes condiciones de tension metabdlica.

En el ciclo de vida de Bacillus cereus se observd la expresién diferencial de dos
isoenzimas durante el proceso de diferenciacién celular, éste fendémeno se presenta también en
olros microorganismos como Escherichia coli (Farr y col., 1988) v B. subfilis (Loewen y Switala,
198712, 1988). La cat-1 esté presente en la fase de crecimiento exponencial y se sobreexpresa
al final de la etapa logaritmica y ademas se secreta al medio durante la fase estacionaria
{Nackeiro, y col., 1995). La cat-2 tnicamente se encuentra en las esporas.

Ciclo de vida.

La espora de B. cereus como entidad latente, tiene una actividad metabdlica basal que
se incrementa al enconfrarse en las condiciones aptas para su germinacion. Simultaneamente a
este incremento, suponemos que la catalasa spo-prot desaparece para solamente expresar la
catalasa vegetativa, que es la enzima del crecimiento logaritmico.

Estos datos se apoyan en el hecho de que en B. sublilis se presenta una catalasa
exclusiva de las esporas {kat-x} que deja de ser franscrita y entonces se transcribe nuevamente
¢l gen kat-A {la catalasa de! estado vegetativo) 20 minutos después del inicio de la germinacion
de ia espora (Bagyan y col. 1998).

De acuerdo a nuestros resultades, 1a actividad de catalasa no se incrementa hasta la
etapa T34 de esporulacion; el maximo de actividad lo enconframos en el estado T6, que
comesponde a un minimo en los valores de la respiracidn aerobia; por o cual, el aumento en la
catalasa esth mas bien relacionado con las etapas de maduracion de fa espora. (Fig. 4.2).

Se sabe que kat E de B. sublilis (el gen que codifica para la catalasa cat-2) y kat Een E.
coli se regulan de manera similar pero los genes se controlan per diferentes factores o, o®y o
respectivamente. Estos factores regulan ademas un nimero de genes que se inducen en la
etapa de crecimiento estacionario. El pape! fisiologico de esos genes es conferir Ia resistencia a
los miiitiples factores adversos a los que estan sometidas las células en este estado, Ia sintesis
de kat E de B. sublilis se induce por calor, etanol o sales asi como por la falta de glucosa en el
medio {Engelman y col., 1995).

Adicionalmente a los resultados de la variacién de la actividad, encontramos que la
catalasa presente en el crecimiento logaritmico y durante las fases de la esporulacién no se
excreta al medio de cultivo como sucede en Bacillus subtilis en donde la catalasa del crecimiento
vegetativo (Cat 1) es secretada al medio durante la fase estacionaria para completar su
proteccion contra el estrés oxigativo (Nacleiro, y col. 1995).

En las esporas libres de B. cereus se detectaron 2 enzimas de catalasa, una de mayor
movilidad electroforética denominada spo-teg porque se encuentra en el tequmento de 1a espora
y coincide con la banda de la catalasa del crecimiento logaritmico. La otra isoenzima tiene una
movilidad menor y se encuentra en el protopiasto de la espora por lo que se le flamd spo-prot.

A pesar de que ia catalasa de! protoplasto se encuentra presente en cantidades muy
limitadas (su actividad especifica es de ~4 veces menor comparada con la actividad de la
catalasa del tequmento de 1a espora) parece ser que la importancia fisiologica seria eliminar el
Ha0z formado durante la germinacidn para eventualmente desaparecer y ser sustituida por la
cat-veg, la cual persiste en la etapa vegetativa y en las fases de la esporulacién, inclusive en la
espora libre (Fig. 4.4ay b).



36

Debido a esta diferencia en la compartamentalizacion de las enzimas de las espaoras, se
pudieron obtener de manera separada fracciones con cada tipo de enzima para caracterizarlas
posteriormente. La catalasa del tegumento se extrajo con un fratamiento con detergente y a las
esporas “rasuradas” (obtenidas después de este proceso) se rompieron para obtener ta fraccién
del protoplasto que contiene ala spo-prot.

Germinacién

Las esporas rasuradas (sdlo con la catalasa-peroxidasa spo-prot) ienen un porcentaje
de germinacion mas bajo que las esporas integras (aproximadamente un 20%) {Fig. 4.24). Esto
nos puede sugerir que la catalasa del tegumento (spodeg) yfu ofros componentes, son
necesarios para que las esporas germinen adecuadamente. Es probable que el tratamiento con
¢l detergente haya dafiado algunas de las células.

Por ofro lado, al comparar la actividad especifica de catalasa en las esporas integras
incubadas en el medio minimo ¢ en el medio G2x se ve que, la actividad en el medio de cuftivo
(G2x) va en aumento mientas que en el medio con sales la actividad se mantiene casi
constante. Esto era de esperarse debido a que el metabolismo de una célula vegetativa es
mayor al de una espora germinada y por lo tanto aumentd también la generacién de EROS en
las células (Fig. 4.25y 4.26).

Durante la germinacion de las esporas de B. cereus se detectd un aumento en [a
actividad de catalasa aproximadamente a los 80 minutos, tiempo en el cual ocurme la primera
division celular.

Sabemos que ese aumento comespende a la presencia de ia catalasa en el estado
vegelativo; sin embargo, no pudimos identificar en los zimogramas el momento del reemplazo de
la catalasa spo-prot por la catalasa vegetativa. Esto fue debido a que la actividad de la catalasa
presente en las células germinadas {primarias) es muy pequefia y a que las técnicas utilizadas
para romper a las mismas fueron ineficientes para fiberar la cantidad suficiente de enzima que
pudiera evidenciarse mediante los Zimogramas.

Al comparar la misma actividad de catalasa de las esporas integras y sin tegumento,
pero en un medio solo con germinantes, las actividades se manfienen constantes. Los resultados
indican que las c¢élulas cuentan con la misma actividad presente en el momento de la
germinacion hasta la formacion de la ¢élula primaria.

5.2 Caracteristicas cinéticas de las catalasas

Existen microorganismos que tienen dos catalasas con diferentes funciones. Una
catalasa monofuncional o tipica que sélamente dismuta peroxido de hidrogeno y una catalasa-
peroxidasa que ademds utifiza al H20, para oxidar una gran variedad de compuestos (Hochman
y Shemesh, 1987).

De acuerdo en los analisis hechos para B. cereus se vid que la catalasa vegetativa
presente también en e tequmento de las esporas, se irata de la misma enzima: una catalasa
tipica; y que la catalasa de! protoplasto de la espora es una catalasa-peroxidasa.

Este hecho lo descubtimos inicialmente debido a que la catalasa de! protoplasto de las
esporas presentd una resistencia al inhibidor especifico de estas enzimas, el aminotriazol, (Fig.
4.11). Nuestros resultados se confirmaron al realizar el andlisis de actividad de peroxidasa con
pirogalo} (Tabla 4.3) se muestra que la actividad de peroxidasa se incrementa conforme avanza
el proceso de esporulacion, Los zZimogramas revelados para la acfividad de peroxidasa nos
demostraron la actividad de esta enzima, asi como que esta catalasa se podria empezar a
sintetizar durante la etapa T5 ya que se observa una banda con la misma movilidad
electroforética que la enzima de las esporas y la de la catalasa spo-prot en su fraccion
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parciamente pura (Fig. 4.14), Estas bandas reveladas con tetrametilbencidina coinciden con las
bandas reveladas para actividad de catalasa en los zimogramas para las muestras de esporas
totales y spo-prot semipura.

Adicionalmente se encontrd que la catalasa-peroxidasa spo-prot tiene capacidad
peroxidativa con los donadores de electrones comunmente usados: el pirogalol, el guaiacol y la
o-dianisidina pero no con ascorbato y NADPH. Sobre este aspecto, ain no se ha identificado el
sustrato ¢ sustratos naturales para este tipo de peroxidasas (Halliwe! y Gutteridge, 1989).

El analisis del tratamiento de las catalasas con disolventes (etanobicloroformo) resuttd
ser una herramienta til para obtener una fraccion con una actividad importante de la catalasa
del tegumento ya que ésta al ser una catalasa tipica, es resistente a este tipo de fratamiento
mientras que 1a catalasa del protoplasto de la espora (igual que otras catalasas-peroxidasas
reportadas) no sobreviven a él (Goldberg y Hochman, 1989).

Sobre et aspecto de purificacion de las enzimas de las esporas, cabe aclarar que aunque
en los geles de proteina no se observa a las catalasas (spo-prot ¥ spo-teg) totalmente puras,
estas muestras parciaimente purificadas nos fueron de gran ulilidad para tratar de diferenciarlas
y caracterizarias bioquimicamente.

Los valores de Kw encontrados para nuestras enzimas cencuerdan con lo reporado para
las diferentes catalasas ya que las enzimas monofuncionales tienan valores de Ku mayores para
el H202 que las catalasas-peroxidasas. Sin embargo, el valor de Ku {17 mM) encontrado para la
catalasa-peroxidasa de B. cereus es ligeramente mayor al reportado para otras enzimas de este
tipo como la de K. pneumoniae y para la catalasa-peroxidasa presente en el bacilo alcaldfilo YN-
2000 que tienen una Ku de 6.6 mM, valor similar al encontrado para la catalasa de E. coli (HPI)
de 3.9mMy la de R. capsulalus y Synechococcus PCCT7942 que son de 4.2 mM (Yumoto, y col.,
1990} Matsuda, y col.,1996) (Hochman y Goldberg, 1991).

En B. subtilis, las Km son de 40.1 mM y 78 mM para cat-1 y cat-2, respectivamente
{Loewen y Switala, 1987", 19872). £l valor de Ku (54 mM) encontrado para las catalasas de las
esporas de B. cereus se encuentra dentro de estos valores.

Se han reportado los valores de punto isoeléctrico (P.L.) para las catalasas-peroxidasas
de Halobacterium halobium, 3.8; 5.2 para |a de Vitreoscilla y 4.5 para la de Rhodopseudomonas
capsulafa (Gjesing, 1991; Abrams y Webster, 1990; Hochman y Shemesh, 1987). Sin
embargo.encontramos que la catalasa-peroxidasa de B. cereus fiene un P.I. basico (de 64) y
que la que presenta un valor acido es la catalasa fipica presente durante todo el ciclo de vida de
la bacteria e incluso en el tegumento de las esporas, su valor es de 4.14,

Al analizar el efecto del pH sobre la actividad de catalasa, se encontrd que la catalasa
del estado vegetativo, que persiste en el proceso de esporulacion e incluso se encuentra en el
tegumento, tiene un comportamiento independiente del pH con una meseta entre 6.5 y 9;
mientras que |a catalasa del protoplasto de la espora va incrementando su actividad haciéndose
similar entre los valores de pH 7.5 y 10 pero no tiene un pH éptimo claro. Los resuttados para Ia
cat-veg y la spo-teg coinciden con lo reportado para otras catalasas fipicas, sin embargo, el
comportamiento que presenta la spo-prot es atipico ya que la actividad de catalasa es
extremadamente dependiente del pH para las catalasas-peroxidasas de ofros microorganismos.
No obstante, los ensayos reportados en 13 bibliografia se realizaron en condiciones de bajo
poder amortiguador en algunos valores de pH, asi como que la fuerza idnica del amortiguador
no se encontraba controlada (amorfiguador de fosfatos) (Loewen y Switala, 19872, 1968).

Sobre este aspecto, Nadler y col {1986) reportaron que algunos componentes presentes
en el amortiguador de reaccin podrian afectar 1a forma que presenta la curva de actividad frente
alpH.

Al realizar nuestros ensayos en las condiciones anteriormente sefialadas (de bajo poder
amortiguador} las dos enzimas muestran el comportamiento tipico de cada especie; Ia catalasa
del estado vegetativo y spo-teg muestran nuevamente una meseta de actividad en los valores de
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pH de 6 a 11, mientras que la spo-prot presenta una curva tipica de campana siendo su pH
Hptimo de 7.5.

Se han reportado al cianuro y a la azida como inhibidores comunes de las catalasas y
tas catalasas-peroxidasas (por ser hemoproteinas) (Margoliash y col., 1960).

No obstante, cabe mencionar que no existe un patrén general de inhibicion con cianuro
para las catalasas reportadas de diferentes organismos. La concentracidn para lograr el 50% de
inhibicién para estas enzimas (tanto tipicas como las catalasas-peroxidasas) va desde 3 mM
para 1a catalasa de Penicilium simplicissimun {Fraaije y col., 1996) hasta 100 uM para la
catalasa-peroxidasa de Bacillus alcaléfilo (Yumoto y col., 1990) y para la cat-2 de B. subtifis
{Loewen y Switala, 1988), por lo fanto la concentracién de este compuesto necesaria para inhibir
a nuestras enzimas en el mismo porcentaje est4 por debajo de los valores indicados (Fig. 4.8).

lgual que para la inhibicidn con cianuro, no existe un patrdn tipico o general para la
inhibicién con azida de las catalasas reportadas en ofros microorganismos, el intervalo de
concentraciones para obtener un 50% de inhibicion va desde 1.1 uM para la catalasa-peroxidasa
y 27.5 uM para la catalasa tipica, ambas de Kiebsiefla pneumoniae {Goldberg y Hochman, 1989)
hasta 150 pM para la catalasa-peroxidasa de Rhodopseudomona capsulata (Hochman y
Shemesh, 1987) y para la de Vifreoscifla (Abrahams y Webster, 1990). Nuestos resultados
muestran gue la catalasa presente en el tegumento de las esporas de B. cereus es un poco mas
sensible a fa azida ya que presenta un 50% de actividad remanente a concentraciones de 0.3
uM. En cambio la catalasa del protoplasto de fa espora necesita una cencentracion 10 veces
mayor para inhibirse en el mismo porcentaje (Fig. 4.18).

5.3 Posible papel de las catalasas en B. cereus

Se ha reportado que las catalasas-peroxidasas fueron el primer sistema que tenia la
funcién de descomponer el H0» debido a que éstas se han encontrado presentes en las
cianobacterias y a que muchos organismos procariontes sblo presentan este tipo de sistema
antioxidante y no peroxidasas que atrapen los perdxidos (Klotz y col., 1997).

E. coli sintetiza dos enzimas diferentes con actividad de catalasa, una monofuncional
{HPil) y una catalasa-peroxidasa (HP!) las cuales se regulan de manera distinta.

El nivel de la HPI se incrementa en respuesta al perdxido de hidrdgeno externo, y la HPII
se incrementa de 10 a 20 veces durante la fase estacionaria. Esto sugirid que la HPIl funcionaba
en las células sin crecimient, mientras que Ja HP| cumplia un papel general de antioxidante en
la fase de crecimiento logaritmico con un efecto especifico sobre la funcion y estuctura de la
membrana (Loewen y col., 1985).

Algunos ejemplos mas mostraron que algunas catalasas no tienen una funcion crucial en
el crecimiento activo de los cultivos, a menos que fas células se expongan a HzO2 externo y en
algunos otros organismos como R. capsulatus, la descomposicion del peréxido formado durante
e! crecimiento exponencial depende de manera importante de la presencia de una peroxidasa.

En la bacteria aerbbica Vitreoscifla sp. la catalasa-peroxidasa tiene como funcibn
principal el dismutar el perbxido de hidrogeno generado por su hemoglobina (Abrams y Webster,
1990).

De manera similar, se sugiere que las catalasas-peroxidasas funcionan en algunos
organismos, principalmente como peroxidasas catalizando a oxidacion de algunos sustratos
imporantes como el NADH o NADPH o participando en algunas vias del metabolismo
degradativo o regulando el estado redox de la célula ya que puede oxidar nucledtidos de piridina
{Hochman y Goldberg, 1991).

Apoyados en el hecho de la diferencia en la presencia, caracteristicas y
compartamentalizacion de las catalasas durante el ciclo de vida y en las esporas de B. cereus,
pensamos que cada una de ellas tiene una funcion especifica dentro de la bacteria.
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Nuestro trabajo muestra que la catalasa fipica est presente durante e} crecimiento
logaritmico, incrementa su actividad s6lo en las Gitimas etapas del proceso de esporutacion y se
encuentra en €l tequmento de la espora. Esto indica que el papel de la enzima sefia
conframestar el Hx0; formado durante el crecimiento exponencial y durante el procese de
maduracién de la espora.

Por ofra parte, Ia catalasa-peroxidasa presente en el protoplasto de la espora libre (spo-
prot) podria tener como funcién principal el contamestar los efectos de las posibles EROS
producidos durante la tansicion de ia latencia a la activacién de! metabolismo germinal o bien
debido a la capacidad de oxidar varios sustratos, pueda tener un papel en la regulacion de!
estado redox de la célula, _

Sugerimos que la enzima spo-prot se expresa, de acuerdo con nuestras
determinaciones, al final de la esporulacién. Pensamos que esta enzima podria ser producto de
la activacion de un gen muy tardio de este proceso y es conocido que la expresion diferencial de
estos genes depende de algunos de los factores o especificos que sélo se expresan en la etapa
que les comesponde y que reconocen de manera especifica sdlo ciertos promofores.

Posterior a la germinacién, esta enzima seria remplazada por la catalasa tipica para
funcionar en ¢l crecimiento vegetativo, lo cua es un indicio de que fas dos enzimas se regulan de
manera distinta. Asi pues, esta es una enzima que se nos presenta como un atractivo tema para
su estudio posterior con técnicas de biologia molecular: aislando, clonando y secuenciando fos
genes que codifican a las diferentes catalasas para analizar su expresion y regulacion
transaripcional durante la esporulacion y frente a diferentes condiciones de estrés.

Nuestras sugerencias se basan en las investigaciones de Bagyan y colaboradores
{1998) en B. sublilis que reportan la presencia del gen Cat-x, que aunque su producto no ha sido
caracterizado, se ha visto que se expresa enfre 1.5 y 2 horas después de la induccion de la
esporulacion, enconfrandose en las esporas maduras. Es activo durante los primeros minutos de
la germinacién de la espora por lo que se piensa que pueda tener un papel importante en ese
periodo del desamollo de la bacteria. Kat-A (la catalasa del estado vegetativo) se empieza a
transcribir nuevamente hasta 20 minutos después del inicio de la germinacion de la espora.

ESTA TESIS NO SALF
DE LA BIBLIOTECA
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6. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos, podemas concluir que:

- En el ciclo de vida de Bacilius cereus se expresan dos catalasas asociadas con la
diferenciacion celular: una en [a etapa logaritmica y otra en la espora.

- B. cereus no excreta sus catalasas al medio de cultivo.

- Las esporas de B. cereus presentan dos catalasas en diferentes compartimentos de la
misma y con diferentes caracteristicas bioquimicas:

- La catalasa spo-teg se encuentra asociada al exosporio. Esta enzima es la misma que
se expresa en el citoplasma de la célula en estado logaritmico y durante el proceso de
esporulacion. Es una catalasa monofuncional.

- La catalasa spo-prot se encuentra en ! protoplasma y es una catalasa-peroxidasa.
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