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RESUMEN

El género Bacillus es un grupo formado por bacterias que revelan una amplia radiacion
ambiental. En la adaptacién a diversas presiones ambientales los sistemas respiratorios de los
Bacillus expresan en forma dilerencial los componentes de sus cadenas respiratorias, en particular a
sus oxidasas terminales.La oxidasa tipo caas es una enzima presente en especies de Bacillus y su
expresion se ha relacionado hasta el momento con el crecimiento bajo condiciones de tension
metabolica. como lo es el proceso de esporulacion. Aunque la esporulacién es una caracteristica
diagndstica de las especies de Bacillus se desconoce cual es el papel funcional de la expresion de fa
oxidasa caas y si existe algin vinculo con este proceso de diferenciacidn celular. Con ef propdsto de
contribuir al conocimiente de la funcionalidad de la oxidasa caas se exploro su distribucidn en el
grupo de los Bacillaceae, realizando una busqueda de esta enzima en ocho especies localizadas
dentro de los cinco grupos genéticos que lo conforman. Los resuliados sugieren que la oxidasa caas
g5 una enzima amphamente distribuida en este grupo bacteriano. Lo amplio de su distribucion
permite suponer que Su presencia y expresion cubre algun requerimiento comun entre los Bacillus,
Sin embargo, debido a la diversidad fisiolégica de las especies que lo conforman, definir el papel
funcional de la oxidasa caas requiere de un andlisis mds amplio que explore tanto las caracteristicas
fisiologicas y bioguimicas de la enzima, asi como sus relaciones evolutivas.



. INTRODUCCION

El género Bacilus es un grupo bacteriano heterogéneo (Ash ef al, 1991}, cuyos miembros
exhiben un amplio espectro de distribucién ambiental. Entre ellos estdn presentes especies
termafilas, como B. stearothemophilus; alcaléfilas, come B. firus; aciddfilas, como B. acidocaldarius
y olras de naturaleza esencialmente mesdfila. Esto nos da una idea de la variedad de ambientes a
los que este género se ha adaptado como consecuencia de su radiacién ambiental.

Bajo situaciones adversas o cambios medicambientales abruples los sistemas regulatorios
bacterianos inducen k& expresion de genes que codilican para enzimas intracelures y exiracelulares
{Saver ef al, 1995). Las enzimas ntracelulares incluyen proteinas gue participan en los sistemnas
relacionados con las formas de obtencion de energia, como lo son; el ciclo de los acidos
tricarboxlicos (Hanson ef al, 1963; Carls y Hanson, 1971), los sistemas relacionados con la
utilizacién de diversas fuentes de carbono (Nihashi y Fujita, 1984}, y en particular los sistemas que
deteminan la utilizacién de una via metabdlica aerobia o anaerobia, asi como los que definen la
composicion enzimética de |a cadena respiratoria (Escamilla ef &/, 1985).

Una cadena respiratoria £s un conjunto de macromoléculas asociadas a una membrana
celular, y que son capaces de transferir electrones de una a otra en forma secuencial hasta un
aceptor final. Los organsmos con metabolismo aerobio generan energia por medio de una cadena
respiratoria que utiiza oxigeno como aceptor final de electrones. En algunos puntos de esta cadena
los componentes translocan protones hacia el exerior celular generando un gradiente
electroguimico, y una diferencia de potencial como paso intermediario en la conversion de energia
redox a ATP. La citocromo oxidasa es la enzima que cataliza la reduccidn de oxigeno molecular a
agua y por ko tanto es esencial para el metabolismo aerobio (Capaldi, 1990; Saraste, 1950; Babcock
y Wikstrdm, 1992).

En la célula eucarionte la mitocondria posee un sistema respiratorio lineal (Santana et al.,
1992) en el que invariablemente una citocromo oxidasa lipo aa; es el uttimo compaonente enzimatico
de la cadena. mientras que las cadenas respiratorias bacterianas pueden aparecer ramificadas, es




decir, presentar diferencias en el ndmero y tipo de acameadores elecirdnicos y oxidasas terminales
qgue las companen (Anraku, 1988). La expresidn diferencial de oxidasas terminales permite a las
bacterias optimizar sus sistemas respiratorios y adaptarlos a variaciones medicambientales.

A la fecha han sido purificadas y caracterizadas varias oxidasas eubacterianas tipo aas
{Pooie, 1983; Ludwig, 1987) y se ha encontrado que son espectroscopica y funcionalmente similares
a la citocromo ¢ oxidasa mitocondrial (Garcia-Horsman ef al,, 1991}. Una de estas oxidasas es una
isoforma de la oxidasa ipo aas esta oxidasa confiene un cilocromo a y un centro binuclear
compuesto de citocromo as y Cus, ademds contieng un dominio para citocromo ¢ en €l exiremo
carboxilo terminal de la subunidad Il {Cox 2); por ello es cominmente denominada cilocromo oxidasa
caas (Sone, 1990; Saraste, 1991). La presencia de un citocromo ¢ unido covalentemente a la
subunidad |1, puede considerarse como {a unién de una enzima con su sustrato (Mather et al,, 1991)
cuyo posble origen sea un evento de fusién y/o duplicacién génica.

Aunque las caracteristicas de la oxidasa caas se consideraron propias de oxidasas en
bacterias termdfitas como Bacillus PS3  (Sone ef al, 1982; Nichols y Sone, 1984). B.
stearothermophilus (De vrij et al, 1989) y Thermus thermophilus (Yoshida y Fee. 1984 Mather et al.,
1991), varios repories revelan su presencia en especies no termdfilas pertenecientes al génerg
Bacilius :

En B. subtilis se determind la presencia de dos oxidasas fipo aas el cilocromo aas con
actividad quinol oxidasa; y el citocromo caas, con actividad citocromo ¢ oxidasa (Lauraeus et af,
1891). En B. cereus se ha observado una expresion diferencial de complejos citocromo aas y caas
como oxidasas terminales en células vegetativas y espomlantes. En este caso la citocromo oxidasa
caa; se reporta ausente en células vegetativas, mientras que es ampliamente expresada solo
durante la esporulacion {Garcia-Horsman ef af.. 1991). Quirk ef al. (1983), reportan la presencia del
complejo citocromo caas en B. fimus y una elevada expresion de esta enzima cuando la bacteria
crece en condiciones de elevada alcalinidad { 8. fimus es una especie facultativamente alcaldfila
que crece bien en un intervalo de pH que se extiende desde 7.5 hasta por encima de 10.5 unidades).



;Cual puede ser la ventaja adaptaliva que representa la expresién de la citocromo oxidasa
caas?. Se ha propuesto que la presencia de un dominio para &} hemo ¢ en esta oxidasa, puede ser
una forma de evitar que el citocromo ¢ lbre se pierda durante la translocacidn a través de la
membrana, debide a la carencia de un espacio peripldasmatico en bacterias gram-positivas
(Wachenfeldt y Hedersstedt, 1992). Sin embargo, esta hipdtesis solo explica parcialmente la funcion
de la enzima, en virlud de su presencia en 1a bacteria terméfila Thermus thermophilus, que es gram-
negativa, y por consiguiente si presenta un espacio periplasmatico. Garcia-Horsman et al {1991}
sugieren que la atta termoestabilidad de esta enzima, comparada con la de la citocromo oxidasa aas,
puede ser la razdn de la expresion def complejo caas durante la esporulacion bacteriana. En el caso
de B. subtilis, la presencia de caas se relaciona con la carencia de fuentes de carbono fermentables
(Lauraeus et al, 1991). Por otro lade, en bacterias alcaléfilas donde 1a fosforilacion oxidativa no
cumple con el esquema planteado por Mitchell, se propone como esquema altemativo un
acoplamiento de complejos que implica la transferencia intramembranal directa de protones dela
cadena respiratoria al sector FO de la ATP sintelasa. Quirk ef al. (1983) postulan a! complejo
chtocromo caas en B. firmus como candidato a ser un componente de fa cadena respiratoria de esta

bacteria, involucrado en este proceso de translerencia intramembranal y directa de protones.

Los reportes de Sone el al. (1982). Nichols y Sone {1584). De Vrij ef ai. (19893). Garcia-
Horsman (1991). Lauraeus ef al. (1991), y Quirk et al. (1993), sugieren la existencia de un pairén
diferencial en la expresion de las citocromo oxidasas en Bacilius: en particular. la oxidasa caa; se
expresa preferencialmente bajo condiciones ambientales extremas que de alguna forma son causa
de tension metabdlica, o que inducen la entrada al proceso de diferenciacion de la espora como en
B. cereus (Garcia-Horsman et al., 1991). Sin embargo, aln no se tiene una idea clara de cual puede
ser el pape! fisiologico de la expresién aiemativa de iscformas de la citocromo oxidasa aas en el

género Bacillus.

El propdsito de este estudio fue realizar una bisqueda de ia cilocromo oxidasa caas en
diferentes especies bacterianas del género Bacillus, con el objeto de determinar lo amplio de su
distribucion dentro de este grupe bacterianc y contribuir al conocimiento de la luncionalidad y la

historia evolutiva de la enzima.




En particular, la busqueda de estd oxidasa. a través de los dilerentes grupos filogenéticos
que conforman el género Bacillus {Ash et al, 1981), tiene como finalidad determinar si fa distribucién
de esta enzima dentro del grupe es consecuencia de un sck evento de fusidn génica, ocurrido antes
de su diversificacion, y que se ha conservado; o si solo estd presente en algunas especies como
resultado de eventos de fusidn que se han dado de manera independiente. Dado que la expresion
de la oxidasa caas a la fecha se ha manifestado preferentemente en células de Bacillus en etapa
esporulanie, es de supener que Su presencia sugiere un vinculo con este proceso de diferenciacion
celular, y debido a que la esporulacion es una caracteristica diagndstica del género Bacillus, se
puede esperar que ka enzima se encuentre ampliamente distribuida entre las especies que lo

conforman,



il ANTECEDENTES

Antecedentes y consideraciones tedricas en relacién con el génerc Bacilus, su sistermna
respiratorio y métodos de estudio son tratados en esta seccion. Aspectos generales acerca de
citocromos y cadenas respiratorias bacterianas se presentan mas ampliamente en dos apariados
posteriores, esto se hace con la intencion de facilitar ia lectura y comprension general del texto al
jector especializado, los apartados se presentan como una hemamienta de consulta at lector no
especializado.

2.1 El género Baciflus, un grupo heterogéneo:

En el Manual Bergey's de Sistemdtica Bacteriolégica (Claus y Berkeley 1988), el género
Bacillus esta constiluido como un grupo fenolipicamente heterogéneo cuyos miembros exhiben un
amplio rango de requerimientos nutricionales, condiciones de crecimiento, diversidad metabdlica y
do composicion de bases nucleoiidicas en el DNA. Ademas de esta diversidad fenotipica hay cada

vez mas evidencia de heterogeneidad filogenética dentro del género (Ash et al, 19%1)

Sobre la base de criterios fenolipicos puede considerarse al grupo come un ensambilaje de
diversas baclerias gram-positivas, aerobias o facultativamente anaerobias, lormadoras de esporas y
con forma de baston. Aunque las bacterias pertenecientes a este género han sido exhaustivamente

estudiadas se desconoce, por o general, que su taxonomia es insatisfactoria.

A partir del andlisis de una matriz de distancias evolutivas, estimadas por comparacién de
secuencias de RNAr 16s de 51 especies del género Bacillus, Ash ef al., sugieren en 1991, 5 grupos
genéticos. E1 arbol filogenético cakulado (fig. 2.1) muestra una considerable diversidad dentro del
género, que se hace evidente dado el amplio rango de variacion del porcentaje de homologia ( 83
99 %) (Ash et.al. 1981).
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Fig 2.1 Atbol filogenético propuesto por Ash ef.2! {1991) para el género Bacdlus Se observan ¢inco grupos genéticos y
algunos Bacilus desagrupados como B. aneusinolyticus ¥ 8. alcalophilus, que no sostienen una relaciin consistente con
ningune de los grupes.

El grupo 1 es el de mayor tamafio e incluye a la especie tipo B, subtilis y ofras 27 especies,
entre las que e encuentran B. cereus, B. thuringiensis y B. megaterium. El grupa 2 consiste de 6
especies de Bacillus y Sporosarcing ureae. El grupo 3 conliene a B. macerans, B. polymyxa. y otras
ocho especies de Baciflus. E grupe 4 esta formado por dos especies. B. laterosporus y B. brevis. El
grupo 5 esta formado por B. stearothermophilus, B. kaustophilus, y B. thermoglucosidasius.




B.cycloheptanicus por su baja similitud de secuencia con las demds especies de Bacillus se propone
como un taxén separado. En la misma forma B. alcalophilus y B. aneurinolyticus permanecen
desagrupados. No obstante la diversidad fenolipica y filogenética entre estas especies, una

caracteristica fundamental las asocia: la esporulacian.
2.2 Esporulacidn bacteriana y el género Bacilius:

Los cultivos bacterianos sincronicos, en medio liquido y con agitacion constante desarrolian
una curva de crecimiento que incluye una fase lag, durante fa cual no se detecta incremento de la
poblacién en cultive y una fase de crecimiento exponencial log. en la que Ia poblacion se incrementa
rapidamente debido a la abundancia de nutrientes en el medio. La disminucion en las fuentes
asimilables de carbono provoca el ingreso a una fase de crecimiento estacionario en la que ¢

tamafio de la pablacion permanece constante (fig. 2.2).
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Las baclerias cuentan con una amplia variedad de sistemas regulalosios que aseguran
optimas tasas de crecimiento, y fa supervivencia bajo situaciones adversas o cambios
medioambientales abruptos. Exisien ejemplos bien caracterizados de estos proceses, Como son: la
respuesta al choque témico (Heat shock) en enterobacterias: la sintesis de flagelo en muchas
bacterias. el ingreso & la fase estacionaria. o la esporulacion en Streptomicetos y Bacilius (Sauer el.
al., 1995},




En los Bacillus durante y después de la fase estacionaria (fig. 2.2) ocurren una serie de
cambios en la célula vegetativa que se inician con la formacién de un septo asimétrico localizado
polarmente; el compariimento de mayor tamafio, la célula madre, eventualmente engulle al
comparimento pequeno, la preespora (Errington, J., 1993). La culminacin de estos eventos tiene

como resuliado la formacion de una espora de alta resistencia.

Una espora es el resultado de un proceso de diferenciacion que se induce bajo condiciones
de estrés metabolico, coma por ejemplo cuando decae fuertemente la concentracién de nutrientes
en &l medio. Las esporas de Bacitlus (fig 2.3a) nc se dividen, soportan ta desecacion, pHs extremos,
temperaturas elevadas y otras condiciones ambientales adversas. Desde la década de los 50's se ha
reconocido a la esporulacién en el género Baciflus, como un sistema modelo para analzar la

diferenciacion cetular en organismos procariontes {Doi, 1988).

£i desarrollo de la preespora hacia una espora madura, implica fa formacidn de vanas capas
superficiales alrededor de ella, el proceso en general se ha subdividido convencionalmente en 7
gtapas (fig. 2.3b). La duracidn de cada una de estas etapas es de aproximadamente 1 hora y se
consideran a partir de la entrada a la fase estacionaria. En el contexto de este trabajo es importanie
mencionar que los principales cambios bioquimicos se detectan a partir de la etapa 0 en la que las
células son iguales a las vegelativas, pero aparecen varios marcadores bioquimicos tales como:
incremento en los niveles de proteasas y citocromos; es un estado permisivo del crecimiento de
fagos (92 y ¢15), y desarrolio de competencia para la transformacion genética, ademds de que se
revelan cambios en las enzimas del ciclo de Krebs y la cadena de transparte de electrones.
Las siguientes etapas, | a VII: se caracteriza por la formacién del seplo y la acumulacion de los
precursores de las proteinas de ia cubierta. también ocurre una sintesis asimétrica de la membrana
de la preespora y sintesis de proteinas especificas para la formacion del septo v para el
engullimiento y acumulacion de proteinas dcidas que se degradan durante ia germinacion y
funcionan como reservorio de aminodcidos. Se conoce poco de los eventos ocurridos en las etapas
finales pero en general se aprecia el acumulamiento de proteinas de diversa indole {Young y
Madelsman, 1879).
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Fig. 2.33) Microfotogralia electronica de células de B. cereus en diversas elapas de espondacion, comparando conla
figuea (b} se pueden distinguir algunas de las etapas.

La bien reconocida diversidad entre bacterias formadoras de endosporas fue primero
apreciada sobre la base de las diferencias existentes entre los géneros Bacillus, aerobios 0
facultativamente anaerobios y catalasa posifivos; y Clostridium spp, estrictamente anaerobios.
Ahora, &l grupo de procariontes esporoformadores incluye a otros géneros con forma de bastoncillo,
tales como; sporolactobacilius, microaerofilicos, catalasa negativos, de fermentacién homolactica;
Thermoactinomyces spp.. con forma de filamentos ramificados; Desulfotomaculum spp., con
respiracion anaerobia de suliato; y los cocos de Sporosarcina spp. Estos géneros difieren entre si en
su morfologia celutar, sitio de formacion de la espora, y detalles de la ultraestructura de la espora.
Ademds presentan diferencias sustanciales en sus capacidades metabolicas. Una de estas
diferencias esta relacionada con ks procesos empleados para la obtencién de energia. En
especifico, algunos de ellos son organismos gstrictamente anaerobios fermentativos, otros pueden
ser microaerofilicos de fermentacion homoldctica. ofros cuentan con una Tespiracion anaerobia de
sulfato y finalmente se encuentran las bacterias del género Baciius. Que como ya se menciand son

de metabolismo aerobio o facultativamente anaerabio.
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2.3 Cadena respiratoria en Bacillus:

La respiracion aerdbia en el género Baciflus presenta un sorprendente arreglo de soluciones
bioenergéticas para el problema de maximizar la produccion de energia en ambientes cambiantes y
generalmente hostiles. La cadena respuratoria de dos grupos de Bacilius se ha caracterizado con
algun detalle y muestran diversidad en la expresion de oxidasas terminales con diferencias de
sustralo y afinidades por oxigeno. Una cadena respiratoria compuesta por deshidrogenasas, quinok
citocromo ¢ reductasas y una citacromo ¢ oxidasa lipo cags, se expresa principaimente en especies
extremdfilas como los termdfilos; B. Stearothemmophilus, B. PS3, y probablemente también en B.
Caldotyticus, asi como en ¢! bacilo alcalfilo B. fimus (Quirk et al, 1991). Por otro lado, tos bacilos
mesdfilos como B. subtilis y B. cereus, tuando crecen en medios ricos, expresan principalmente una
quinol oxidasa fipo aas, con lo que se recorta su cadena respiratoria por prescindir del paso a través
del complejo citocromo be: (Yaginuma et al., 1297). Sin embargo, bacilos mesdfilos como B. cergus
tiene la capacidad de expresar attemativamente ambos tipos de cadena. La expresion de distintas
oxidasas terminales responde a dierencias en las condiciones de crecimiento y estado de

desarrollo.

Dierentes rutas aftemativas de transporte elecirénico se han caracterizado al momento en
B. cereus (Garcia-Horsman et al, 1891; Escamilia et al., 1984. 1986) {fig. 2.4). Como ya se menciond
la oxidasa a2as se expresa en mayor proporcion en efapa vegetativa, mientras que en celulas
esporulantes se encuenira una mayor proporcion de ciicromo oxidasa caas {Garcia-Horsman et al,
1991).

Fig. 2.4 Cadena respiratoria de B. cereus. se
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2.4 Las oxidasas de Bacillus

Las oxidasas de Bacillus forman parte de la superfamilia de oxidasas hemo-cobre y pueden
componerse de tres o cuatro subunidades (Las caracleristicas de estas subunidades son descritas
con mayor detalle en el apartado 2). La forma tradicional de diterenciar a las distintas oxidasas se
basa en ef contenido de hemos que contienen y en las caracteristicas espectroscopicas que éstos

les confieren.

En cuanto a sus grupos prostéticos la subunidad | de las oxidasas de Bacillus puede
contener hemos A, B, 1 O. En el contexto del presente trabajo experimental es importante sefialar
que en el extremo carboxilo terminal de la subunidad Il de algunas citocromo ¢ oxidasas se
presenta una extension que contiene un hemo C. unido covalentemente, Sin embargo. no se
conocen dierencias funcionales entre las oxidasas que contienen este hemo C y las que no b
contienen {Garcia-Horsman ¢f al. 1991). La cvarta subunidad ha sido identficada como parte del
operon gox ABCD (ver mds adelanie) que contiene los genes para la quinol oxidasa tipo a2, en
B.subtifis (Saraste et al, 1991) y en B. P53 ( Ishizuka et al, 1990). Esta subunidad ya fue aislada
con el complejo de la oxidasa en B. PS3 (Sone &t al. 1990).

Existe evidencia espectroscopica que sugiere fa presencia de citocromo d en la cadena
respiralonia de algunos Bacillus y por comparacién con el citocromo d (o bd) de E. Coli se infiere que
este puede reaccionar con el oxigeno. El ciocromo 0 ha sido detectado espectrolotométricamente
en B. Megaterium, B. Subliis y B. Firmus (revisado en Taber, 19XX). En B. Stearothermophilusy B.
PS3 un hemo O puede remplazar al hemo A en el sitio activo de la de la ctacromo ¢ oxidasa {Sone
et al., 1891). En B. P83 una citocromo oxidasa 1ipo 0 Se expresa bajo condiciones de baja tension de
oxigeno (Sone ef al, 1990). La tabla 2.1, enumera las distintas oxidasas reportadas en el género
Bacillus a 'a fecha. Puede observarse que la oxidasa tipo cads esta presente en la mayoria de los
Bacitlus explorados a la fecha, sin embargo, eslas especies perienecen solo a dos de los cinco
grupos que corforman el género. con este trabajo se pretende extender el conocimiento que se tiene
en relacion a lo amplio de la distribucion de ka oxidasa caa; a través del género Bacillus.
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Quidasas en el género Bacillus
Especie oxidasa Sustrato

B. P53 caas Citocromo ¢
bbs Citocromo ¢
€ao; Citocromo ¢
B. firmus OF4 caa; Citocromo ¢

B. subtilis W168 aa: Quinol
caa; Ciocromo ¢
B. sp. cepa YN2000 tao Citocromo ¢
B. cereus aas Citocromo ¢
caas Citocromo ¢

bo ?

B. stearthermophilus caa: Citocromo ¢

bo Quinol

Tabla 2.1 Oxidasas terminales descrilas en e género Bacilus y sus sustralos.

2.5 La oxidasa caas en Baciflus, st organizacién genélica.

las subunidades de las oxidasas teminales bacterianas son codfficadas por genes
agrupados en operones. Los operones commespondientes a las oxidasas aasy caas en B. subltilis se
codifican en locus separados y su organizacion ya ha sido determinada. El grupc de genes
qoxABCD codifican para las subunidades de la ciiocromo oxidasa aa: y estan organizados en forma
simitar a los genes estructurales de la oxidasa caa: (Santana st al, 1992). A la fecha se conoce la
estructura genética de los operones que codifican para la citocromo oxidasa caas en B. P53 (ivey et
al.. 1990). 8. firmus (Quirk et al, 1992) y B. subtilis (Saraste et al.. 1891. van der Oost ef al, 1981).
En B. Subtilis la estructura del operdn para la oxidasa caas denominado operon cta, contieng los
genes ctad, B, C.D.E.yF.
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Fig 2.5 Estnetura y Organizacion genética de los operdnes Cta (Saraste ef af, 1991; van der Oost ef al, 1991} y Qoxen
B. subliis (Santana et al, 1992).

Los genes regulatorios ctaA y ctaB codifican para enzimas que participan en la biosintesis
de los grupos hemo {fig 2.6) y son adyacentes a ‘os genes ctaCDEy F. que codifican para las
subunidades estructurates de la oxidasa (fig. 2.5). Los genes claD, ctaC, ctak y claF codifican para
as subunidades 1. 11, lily IV (Cox 1, Cox 2. Cox 3 y Cox 4) respectivamente. Los genes ctaBCDF son
transcritos en direccion opuesta al gen ¢laA (Saraste ef al. 1991: van der Oost et al,, 1991) ){fig. 2.5)

Y

R,
-~ ! Fig 2.6 Los genes requlatonios claA y ctaB codifican
5‘_ “‘_ para enzimas que participan en la biosiniesis de los
CtaB hame B grupos hemo a partir de! protohemo IX. que es ¢

‘ grupo precursor {Wachenfeldt y Hederstedt, 1992).
El gen claB ongina una famesil translerasa que
* gomverie & protchemo EX en hemo O, mediante la
r,_("‘  adicion de un grupo hidroxietil famesil. £1 gen cta
_\(_,-« codifica para una enzima que reemplaza al grupo
met'o, en ¢ carbono 8 del hemo B, por un grupo

formilo, convitiéndolo en un hamo tipc A
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E! gen cta D codifica para la subunidad | de la oxidasa caa; y sus caracteristicas son
similares a las de las de subunidades andlogas en la superfamilia de oxidasas terminales.

El gen ctaC que codifica para la subunidad ! es de particular importancia para la estructura
de la citocromo oxidasa caas, ya que esta subunidad es la que incluye el dominio de hemo C en el
extremo carboxilo terminal. Este dominio para citocromo ¢ muestra una gran similitud de secuencia
con polipéptidos de! grupo de los citocromos ¢ milocondriales. En bacterias gram-negativas los
citocromos ¢ se localizan en forma scluble en el espacio periplasmatico o firmemente anclados a la
parie extema de la membrana plasmatica (Petligrew et af, revisado en Wachenfeldt y Hederstedt,
1992). Las bacterias Gram-posilivas no tienen espacio perisplamético de manera que un citocromo ¢
wranslocado a iravés de ta membrana plasmdtica pudiera perderse en el medio, a menos que de
alguna forma quede anclado a la parte extema de la membrana. En la fig {2.7) se muestran dos
mecanismas por los cuales el ciiocromo ¢ puede quedar firmemente anclado a la membrana, una de
ellas {fig 2.7b) es la fusitn de dominios con la ciiocromo oxidasa.

a) iCOOH b £)
___EH\,ZC___ __-J___E_i__u /:\ N

F—————=——--

S S s g e
NH NH NH

Fig 2.7 mecanismas por los gue el citocromo ¢ puede quedar anclado a%a membrana. a} El péptide sefial es procesado
y se le e un diacilghicero! con el que s zncla a la membrana, b} Una fusidn génica origina una subumdad Il con et
locroms ¢ unido covalentemente. C) Fusion en baclerias termdfitas para contenr termoresistencia
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2 & Consideraciones evolutivas en relacion con las oxidasas terminales

La aparicion del metabolismo aerobio tuvo importantes consecuencias para la evolucion de
la vida. Dos hipstesis son generalmente aceptadas, la primera sugiere que su aparicién solo fue
posibie después de la Iberacion de oxigeno a la atméslera, provocada por la fotosintesis axigénica
de las cianobacterias. Cuando el oxigeno atmostérico {O2) alcanzd niveles altos. algunos organismos
pudieren adaptarse ulitizandolo como oxidante en sus cadenas respiratorias {Dickerson ef al., 1976},
La segunda hipdtesis considera que los organismos con metabolismo aerobio no conforman un
clado monofilético (Fox et al.1980; Woese, 1987} y propone que este evento adaptativo ocurrio
repetidas veces en forma independiente durante la evolucion (origen poldilético) {Margulis, 1981;
Woese, 1987, revisado en Castresana et al, 1994}. Sin embargo, recientemente se ha propuesto
que &l metabolismo aerobio, en organismos con citocromo oxidasas, tiene un origen moncfilético y
previo a la aparicion de organismos eubacteriancs fotosintélicos (Castresana et al., 1994).

Castresana &t al, (1994) realizaron un andlisis filogenético de las secuencias de citocromo
oxidasas disponibles en bases de datos, con la idea de trazar 1a historia evolutiva de esta enzima.
Los arboles (Fig 2.9) derivados de este andlisis no concuerdan con la filogenia de los organismos
basada en la comparacion de secuencias de RNA rbosomal oblenidas por Woese {1987) y
Cedergren ef al., (1988}, io que implica gue diversos eventos ds duplicacicn genética y transferencia
horizontal de genes, ocurrieron durante la evolucion de la proteina{Castresana et af., 1894).

:Anﬁnm

] 2 (heh o Bactenia
i_.._.——-—— i c Arthpea
-
Cysnch
Deinoc.-T,
Gram »
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Proleo.
'
Proneob, I

1
i
'
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'

Fig. 2.9 Aol Tlogenético de | subunidad | de GitacTomo oxidasas infenido par el mitodo de Neighbour-joining con
comection de distangia. El género Bacilus conforma €l grpo de las eubaclenas Gram-positivas
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En base a la presencia en bacterias fiadoras de nitrogeno de oxidasas que funcionan en
condiciones microaercbicas, Castresana ef al., (1994) proponen, que una oxidasa ancestral pudiera
haber funcionando en una biosfera con muy baja presién de oxigeno. de esta forma la raiz del @rbol
de la subunidad | se separa a parir de una bifurcacion de las oxidasas de las bacterias fijadoras de
nitrégeno. En su andlisis se propone que un proceso de duplicacién génica originé la separacidn
evolutiva de ambos grupoes de oxidasas.

Un segundo evento de duplicacion génica explica la sequnda gran divergencia evolutiva,
previa a la separacion de arqueobacterias y eubacterias, en este caso se separa el grupo que
incluys a oxidasas de Sulfolobus ackiocaldariusy Themmus thermophilus del resto de las oxidasas en

eubacterias y arqueobacterias.

En el &rbol de la figura 2.9 se observa que el grupo de bacterias gram-positivas lo contorman
especies de Bacillus. Castresana ef al. (1994) proponen que el gen ancestral de una cilocromo ¢
oxidasa, presente en bacterias gram-positivas, debié duplicarse dando origen a un nuevo gen cuye
producie proteico fuese una enzima con actividad guino! oxidasa. Posteriormente, a partir de un
evento de translerencia horizontal. este gen para quino! oxidasa se transmiliria del grupo de las
bacterias gram-positivas hacia otros grupos bacterianos. Esta propuesta se fundamenta en el hecho
de que las citocromo ¢ oxidasas de bacterias gram-positivas de! género Bacillus se relacionan mas
estrechamente con quinol oxidasas de eubacterias como Acetobacter acetf y Escherichia coli. que
con citocrome ¢ oxidasas de otras eubacterias. Con ya se mencioné en el grupo de los Baciilus la
oxidasa aas se reporta con actividad quinol oxidasa y la oxidasa caas presenta actividad citocromo ¢

oxidasa.

Finalmente, 1a ramificacion de citocromo oxidasas de eucariontes a partir de la subclase affa
de Proteobacterias es olro ejemplo de la baja comespondencia del drbo! de la oxidasa con respecto
a la filogenia de los organismos. sin embargo esta situacion es mejor documentada ya que existe
abundante evidencia del origen endosimbiotico de la mitccondria a partir de Proteobacterias de la
subclase alia {Margulis. 1981; Cedergren et al., 1988: revisado en Castresana efal, 1984).




2.7 Métodos de estudio de las oxidasas

Anélisis espectral: Los citocromos son pigmentos proteicos que absorben luz a longitudes
de onda especificas. Las caracleristicas espectrales de los citocromos dependen del cofactor hemo
que los conslituye y de! ambiente local en el sitio de unidn del hemo con la apoproteina {Thony-
Meyer, 1997).

Espectrofotométricamente puede definirse el eslado de oxidacion del fierro en los
citocromos. La forma reducida origina tres picos principales de absorcién en el espectro del visible a
UV, basindose en estos picos. se definen tres regiones espectrales o, B, y y. Con pocas
excepciones la region o (>550 nm) puede ser usada para identificar a un determinado fipo de
citocrome: en esta regién los citocromos tipo ¢ presentan un maximo entre 550 y 557 nm, los
citocromos tipo b y o fienen maximos entre 555 y 565 nm, , los citocromos tipo & presentan maximos
alrededor de los 600 nm y los citocromos tipo o tienen maximos alrededor de los 630 nm. La
nomenclatura de los Citocromos cominmente incluye et tipo de citocrome y como subindice su

méximo de absorcion en la region ¢ (revisado en Thony-Meyer, 1897).

Existen diversos métodos especlroscopicos para el andlisis de las caracteristicas
especirales de los cilocromos, entre los principales s encueniran: la espectrofotometria de haz
partido, la de longitud de onda sencilla, la de longitug de onda muttiple y la de doble longitud de onda
(Jones y Poole. 1985). En la espectrofotometria de doble longitud de onda los especiros
diferenciaies reducido menos oxidado permiten revelar claramente los maximos de absorcion de las
diferentes especies de cilocromo que componen una muestra. Los registros se pueden conseguir a
partir de células enteras, membranas celulares, fracciones puras, 0 parcialmente purificadas de las

membranas cefulares.

£l método wtiliza como referencia el patron espectral de {a muestra oxidada que se sustrae
contra si mismo. ko que genera una linea basal. Al patrén espectra! de la muestra reducida se le
sustrae esta basal con lo que se genera un espectro reducide menos oxidado. Las firmas
espectrales de cada fipo de citocromo presente en la muestra pueden ser identificadas en este

registio.
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Comunmente la muestra de referencia se oxida por aireacion vigorosa o con el empleo de
un agente quimico oxidante como el persulfato de amonio. La muestra reducida s& consigue a paniv
de la aplicacion de un agente quimico reductor come la ditionita de sodio {Na:S204), el NN.N', N~
tatrameti-p-fenilendiamina (TMPD) o e! ascorbato.

La citocromo oxidasa caas de B. subtiis muestra picos de absorcion a 605 y 445 nm,
derivadas de las logitudes de absorcion del citocromo ay a 551. 520, y 417 nm, como consecuencia
da su contenido de citocromo ¢ . La enzima purificada tiene una alia actividad oxidasa con T™MPD
mas ascorbato. como donadores de electrones (Lauragus et al.. 1991). En B. cereus, la citocromo
oxidasa caa: purificada muestra picos de ahsorcion caracleristicos a 603 y 445 nm,
comespondientes al citocroma tipo &, y picos a 417 y 523 nm, atribuibles al cilocromo tipo ¢ (Garcia-

Horsman ef. al., 1991),

Anslisis electroforético: La separacion y determinacion del tamafio de fas moléculas tiene
una importancia central en los andlisis bioquimicos y genéticos. Ei método utilizado con esie
proposito es la electroforesis en gel. La separacion electrolorénica se fundamenta en el hecho de que
las moléculas disuehas en una malriz porosa dentro de un campo eléctrico. se muevan a una
velocidad que esta determinada por su forma. su tamaio y su carga. El gel actua como soporte ¥

resistencia para la migracion de las moléculas.

La separacion electroforética en geles de acrilamida en gradiente (10-16 %), y bajo
condicionss desnaturalizantes, permite separar a las subunidades proteicas de los compleios
respiratorios. Con el méfodo de SDS/PAGE reportado por Schagger y von Jagow (1987) es posible
separar apropiadamente estas subunidades y visualizar posteriormente las proteinas que contienen
hemo C, a padir de su actividad peroxidasa y la tincién especifica con tetrametil  bencidina. La
subunidad || de la oxidasa caas puede revelarse de esta manera ya que contiene un citocromo ¢
unido covalentemente. La estimacion de los pesos moleculares de las subunidades se consigue a
partir de la comparacign con un patron de bandas de una mezcla de proteinas de peso conocido

(marcador de pesos moleculares).
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Andlisis genético: La delerminacion def tamafio de las moléculas de DNA se consigue a
pariir de electroforesis en geles de agarosa o acrilamida. Los dcidos nucleicos en solucién lienen
una carga negativa, debido a que sus grupos fostato estan ionizados, de esta manera migran hacia
el polo positivo del campo eléctrico al que se someten. La determinacion del tamafio se estima
sobre la base del corimiento simutaneo de un patrén de fragmentos de DNA de tamafio conocido

{marcador).

Quizé la técnica de mayor impacto y auge reciente es la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Se Irata de un método enzimatico para la amplificacion de segmentos especificos
de secuencias de DNA. Para la ampfificacion se emplean un par de oligonucledtides, que hibrida con
las cadenas complementarias del DNA uiifizado como malde (DNA blanco). Los oliges flanquean los
extremos de la regidn que se desea amplificar. £l mecanismo de amplificacion consiste en una serie

de ciclos repetitivos de los siguientes pasos:

o Desnaturalizacién del templado a una temperatura cercana a los 84 °C (DNA gendmico)

« Alineacion o hibridacion de los ofigos a una temperatura menor Que depende de la especificidad
y purto de fusion de los oligos {alrededor de los 55 C)

« Extension enzimatica de los oligos atineados por accion de la DNA polimerasa.

Debido a que los productos de la extension de los oligos en un primer ciclo de amplificacion
sirven como molde para el ciclo siguiente, el nimero de copias de DNA templado puede duplicarse
en cada ciclo. Asi, un PCR de 20 ciclos de amplificacion. que parte de una sola molécula de
templado, da una amplificacion de aproximadamente un milién de veces {202°} (Erlich, 1992).

Los componentes de una mezcla de reaccidn para PCR son: DNA polimerasa,
desoxirribonucledtidos de trilosfato (dATP, dTTP. dGTP y dCTP), DNA molde o secuencia blanco,
los oligos, y un amortiguador con la concentracian adecuada de ion Mg++. Por lo general la reaccién

se lleva a cabo en un voluman fmal de 50 pl con 30 ciclos de amplificacion, E! buen disefio de los
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oligos o primers, es fundamental para el éxito de la amplificacion. Se busca que hibriden to mas
especificamente posible con la secuencia blanco: ademas, antes de su aplicacién es recomendable
somelerios a un andlisis para determinar Que tan complementarios pueden ser unc con olro, ¥ si
forman estructuras secundarias estables entre ellos. Estos dos faclores afectan directamente la
eficiencia de amplficacion. Finalmente el tiempo y temperatura de cada pase de amplificacién
influyen directamente en la cafidad de los resultados {Saki, 1992).

En el proceso de localizacion de los genes que codifican para la citocromo oxidasa caas en
B. sublilis (Saraste et al., 1891) y B. fimmus (Quirk ef al., 1993). fueron empleados un par de oligos
dirigidos contra una zona altamente conservada dentro del gen ctaD (Subunidad 1) del opesGn cta.
La utilizacién exitosa de este par de oligos en la localizacion y amplificacion especifica de un
fragmento de aproximadamente 150 pb dentro del gen ctaD de estas especies, los postula como
buenos candidaios para Ser utiizados como sonda en la bisqueda de los genes de la citocromo
oxidasa caas en olras especies bacterianas. La fig. 2.8 muestra los sitios de union de estos oligos
dentro del gen cta D, y la secuencia de los oligos utilizada por Quirk ef al. {1993).

i | m B

~§

S~ cmA fe— cB - ctaC - cab . ctaf ctaF]'—,//
J

. VSecueni'a__:'
1 5.GGNCACCCNGAGGTNTACAT-3
3 5-ACATGTGGTGNACCCANACCAT-3

Fig 2.8 B dibujo muestra un esquema el operdn tta sefiz'ando los sities de union de los cligos 1 y 2 utillizados en la
amplificacién de un fragmento de DNA de aproximadamente 150 pb dentro del gen cta D {representado por la bara
interior en el dibujo) en 5 firmus (Quirk e: 2'. 1993) En la parte mienor se muesira 1na tabla con las secuencias de los
oligos uil.zada.
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lil. OBJETIVOS

» Analizar la distribucion de la citocromo oxidasa caas a Iravés del género Bacillus realizando una
bisqueda de esta oxidasa entre diterentes especies perienecientes a cada uno de los cinco
grupos del rbol filogenetico de Bacillus propuesto por Ash et al. (1894).

Con esta finalidad se aplicaron tres diferentes pruebas de andlisis en la determinacion de la

presencia de la oxidasa caas en cada una de las especies seleccionadas.

1. Analisis espectrat de membranas celulares por espectrofotometria de doble rayo.

2. Andlisis electroforético en condiciones desnaturalizantes de membranas celulares digeridas y
desnaturalizadas. Revelado de subunidades con actividad peroxidasa.

3. Utilizacién del DNA gendmico de cada una de las especies de Bacillus como molde en la

amplificacion por PCR de un fragmento altamente conservado dentro de la subunidad ! de fa

citocromo oxidasa caas
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V. MATERIAL Y METODOS

4.1 Especies de Bacillus analizadas

Siate de las especies empleadas en este estudio se obtuvieren de colecciones bacterianas
en insfituciones del Pais, dos especies se obtuvieron por donacion del Instituto de investigacidn
“Higeta Shoyu”. en Japon., una fue adquirida de la American Type Cufture Collection (ATCC){Tabla
4.1). Las especies fueron seleccionadas intentando cubrir el espectro del arbol filogenstico
propuesto por Ash et. af en 1991 (Fig 2.1), en forma tal que de cada grupo se contara con al menos
un representante. En el caso del grupo 5, este se consliluye por tres especies entre las que se
encuentra B. stearothermophilus, para la cual existe un reporte previo de la presencia de la oxidasa
caas (De vrij et al., 1989) las otras dos especies pertenecientes a este grupo (B. kaustophilus, y B
thermoghucosidasius) no estan disponiles en ningin cepario nacional, sin embargo, la donacion de
un conjunto de cepas por parte del Dr. Osamu Shida de! Centio de Investigacin Higeta Shoyu en
Japén, permitié trabajar con B. ansurinofyticus. una especie cercana a este grupo. pero que no
obstante permanece desagrupada, dada su baja relacion filogenética con las demas especies de
Baciilus. En la clonacién de un fragmento de DNA producto de PCR fue empleada la cepa DHo 5 de

Escherichia coli.

1 B thnngrenis Cpario acuhéd u.imi-ca' dela UN
] B. megatenium Cepario de la Facuftad de quimica de la UNAM
2 B. sphaericus Cepario de la Faculiad de quimica de la UNAM
2 B. pasteurii American Type Cutture Colection (ATCC 11859)
3 B. polymyxa Cepario de la Faculiad de quimica de la UNAM
3 B. macerans Cepario de la Facuttad de quimica de la UNAM
4 B. brevis Donada por el Dr. Shida. *Higeta Shoyu” Japdn (HSCGC 186).
B. aneurinolyticus Donada por el Dr. Shida. “Higeta Shoyu™ Japon (HSCC 149).

Tabla 4.1 Especas selecctonados para fa busqueda de la oxidasa caa: se sefiala ef grpo al que pertenecen y el
szpano de ongen B aneunnclytcus no perienece a nnguno de los Circo grupos.
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4.2 Cultivos Bacterianos

Cada cepa fue crecida preferentemente en medio con fuente de carbone no {ermentable,
debido a que reportes previos documentan la expresion de la oxidasa caas en medios de esta
naturaleza. Se empleo la formulacion de! medio de caseina y aminodcidos (CAAS). Sin embargo,
cuando el crecimiento en medio CAAS fue nulo, o de bajo rendimiento, fue necesario crecer a la
especie en particular, en un medio complejo con fuentes de carbono tagto fermentables como no
fermentables (T2). o en un medio especlico para esa especie. Este dltimo fue el caso de B.
pasteuri, que por sus peculiaridades metabolicas requiere de la complementacion del medio de
crecimiento con amonio {(NH«)2 SO4). Esta cepa fue adquirida del ATCC y se empled ! medio de
cuttivo sugerido por el proveedor. En la tabla (4.2) se listan los medios de cultivo en que fueron
crecidas cada una de las cepas y la temperatura que resutt ser Gplima para su crecimiento, y a la
cual sa incubaron los cultivos. Escherichia coli DHee 5 fue crecida en medio Luria Bertania (LB).

Composicion de los medios de cultivo

Medio CAAS: (1 liro): Caseina hidrolizada (8.6 gr). Ac. L-gluatamico (3.6 gr), D-L alanina
(2.4 gr), L-asparagina (1.2 gr}. KHzPO: (1.36 gr). NazSO: (0.107 gr). FeCls 6H:0 (0.60 gr). NH.Cl
(0.535 gr}). NHeNOs (0.96 gr). MgSO.-7H:0 (0.0986 gr). CaCl-6H:0 (0.02 gr). MnSQC. 4H20 (0.022

gry. pH 7.1

Medio T2: Peptona 1%, extracto de came 0.5 %, extracto de levadura 0.2 %, glucosa 2%
{esterilizada por separado). pH ajustado a 7 con NaOH iN.

Medio para B. Pasteurii (1 1): este medio es indicado en el catalogo del American Type
Culture Colection {ATCC). como especitico para ef crecimiento de B. Pasteuri. su composicién es:

Extracto de levadura (20 gr). (NHa)2S04 (10 gr}, Tris 0.13MpH 8 (1 1),

LB: Triptona de caseina 1% piv, extracto de levadura al 0.5 % piv. NaCl 1 % pv.
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‘Medio de cultivo

B. thuringiensis CAAS
B. megaterium CAAS 37
B, sphaericus CAAS 30
B. pasteuri Medio para B. pasterum {ATCC) 37
B. polymyxa CAAS 30
B. macerans CAAS 30
B. brevis Medio T2 37
B. aneurinolyticus Medio T2 37

Tabla 4.2 Esta tabla muesira el medio de cultivo en el que se crecid cada especie de Bacilus asi como la lemperalura
que resulto sey optima para su crecimiento.

4.3 Obtencidn de membranas celulares

Cada cepa se crecid en 5 I. de medio de culive. Los cultivos se obtuvieron a partir de la
incculacion. con cultivo sincrénico (iransferencias sucesivas), de 1 0. de medio estérl en matraz
Enlenmeyer de 2 It, esto deja una cama de aire similar al volumen de cultivo empleado en cada
matraz. Los cinco matraces inoculados se incubaron a temperatura controlada con agitacion a 200
rpm. La progresion de ios cultivos y la fase de crecimiento fue monitoreada valorando las células al
microscopio. Estas fueron cosechadas cuando se hicieron evidentes los cambios en morfologia
relacionados con las fases 2 y 3 de esporulacion, nducida por el agotamiento de nutrientes {Hanson
el al, 1963). La cosecha celular se reafizé por centrifugacion en una centrifuga Beckman J2-21, rotor
JA-14 a 7500 rpm {8630 g).durante 15 min. La pastila celular fue lavada y resuspendida en un
minimo de volumen de buffer de fosfatos 50 mM. (pH 7.1) (100 ml. finales para 60 g de células
aproximadamente). Se agregaron 7.4 mg de *PMSF" (inhibidor de serin-proteasas) previamente
disuettos en 1 ml. de DMSO. Se homogeneizé muy bien con ayuda de un Ultraturrax T8-01
{Labortechnik) debido a que &l "PMSF" es poco soluble. Las células fueron rotas por accion
mecanica en una licuadora "Bit bealer’ con perias de vidrio de 150-212u de didmetro. En el vaso del

Bii beater se vertieron 190 ml de perias y se adiciond el total del resuspendido. se lleno con perlas y
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amortiguador licuando durante 15 ciclos de 30 seg. de ruptura con descansos de 5 minutos.

Finalmente se fitrd la mezcla para separar las perlas.

Las membranas fueron recuperadas por centrifugacién en la centrifuga Beckman J2-21. rotor
JA-14 a 8500 rpm {11100 g) durante 15 min, El sobrenadante separado se centrifugd en una
uttracentriluga Beckman L-60, rotor 45 Ti, a 40 000 rpm (125 000 g) por 40 mins a 4 °C.Dela
pastilla se recuperd 1a capa de color calé obscuro a rojo {membranas), evilando la pane blanca
pegada a las paredes de los tubos. Las membranas fueron lavadas con bulfer de fosfatos 50 mM
{(pPH 7.1) y vuehas a ultracentrifugar. Finalmente. se recuperd la pastila de membranas
resuspendiendolas en un minimo de buffer de fosfatos 50 mM, y distribuyéndola en alicuotas de 500
ul en tubos Eppendorf. Se almacenaron a -70 £C. La concentracion de proteina total presente en las

membranas celutares fue determinada aplicande !a técnica de Lowry {Lowry &t al, 1851).
4.4 Andlisis espectroscopico de grupos prostelicos

Los espectros de citocromos fueron registrados en un espectrofotometro de dable rayo SLM-
Aminco DW-2000 (Sitver Springs. MD). Las muestas de membranas iueron reducidas
secuencialmente con 20 | de ascorbato (0.3 M), incubando durante 30 min antes de la lectura
espectrofotométrica, 20 pl de ascorbato (0.3 M) més 100 pi de TMPD {4mM), incubando durante 15
min antes de la lectura y finaimente con ditionita, incubando durante 15 min antes de la fectura,
Como referencia fueron usadas preparaciones oxidadas con persulialo de amonio. Todos los
espectros fueron registrados de 400 a 700 nm a temperatura de nitrégence liquido.

4.5 Anélisis electroforético
Las membranas celulares de cada una de las especies fueron digeridas y desnaturalizadas
calentando en bano Maria a ebullicién durante tres minutos, en presencia de SDS, mercapioetanol y

glicerol {SDS 5%. glicerol 15 %. Mercaptoetanol 3 %, 150 pl tris-HCI pH 6.8). La cantidad de

membranas aplicadas fue la necesaria para digerir al menos 1300 i1g de proteina fotal.
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La preparacion de membranas digeridas y desnaturalzadas fue somelida a electroforesis
desnaturalizante {SDS) en gel de acrilamita con un gradiente de concentracién de 10 a 16 %. Se
ulilizé & método de SDS/PAGE reportads por Schagger y von Jagow {1987), en la forma descrita por
Garcia-Horsman et a/, {1991},

El ge! de acrilamida constaba de dos partes, una denominada “espaciadora’, gel de
acrilamida en gradiente 10-16 %. y otra “concentradora” al 4.5 %. Los componentes de la mezcla
para elaboracién de estos geles se muestran en latabla 4.3,

Congen
15

Componente

Acriamida

Tris-HCI (1.5 M} pH 8 5 5 -
Tns-HC! (0.5 M)pH 6.7 - . 25
H20 58 1.84 47
Glicerol 16 1.6 08
SDS20°: 1 1 0.5

Tabla 4.3 Volumen {ml} de los componentes aplicados en la elaboracion de los geles de acriarmida desnaluralizanies.
10-16 % son fas sofuciones a partir de Jas cuales se obluvo la parte rescivedora del gei en gradiente

La solucionas para el gel espaciador (10 y 16 %) se depositaron en un gradientero moniado
sobre un agitador magnético, de aqui se vertieron a la camara mezclandolos por agitacién constante,
para su polimerzacidn se les adiciond, en ¢l momento de verterlas a la cémara, 50 pl de persuliato
de amonio (10 %) y 15 p! de TEMED. Una vez gelificado el ge! resolvedor se adiciond la solucion
para &l gel concentrador ufilizando los mismos reaciivos para su polimerizacion. Sobre esta solucion

se acomods el peine para la construir los pozos de muestra.

Las electroloresis fueron realizadas en una camara electroforética Hoefer (vertical slab gel
unit, modefo SE 400), utilizando para la corrida un buffer que por liro contenia 3.3 gr. de Tris, 14.4
gr. de glicina y 1 gr. de SDS. La carga utilizada en la entrada de la muestra al gel concentrador fue

de 25 miiamperes (mamp) y s¢ elevé a 35 mamp una vez que la muestra entraba en el gel
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resoivedor. Se ulilizd citocrome ¢ de caballo como control estdndar en cada corrida. Terminada la
separacion electroforética los geles fueron incubados en oscuridad en una solucion de
tetrametilbencidina solubilizada en 60 ml. de metano! absoluto mas 140 ml. de acetato de sodio {0.25
M, pH 5.0). después de 30 a 60 minutos se detuvo la reaccién de tetrametil bencidina aplicando una
solucion de 60 ml. de isopropanot con 140 ml. de acetato de sodio (0.25 M, pH 5.0). Las proteinas
con contenido de citocromo c fueron reveladas por ensayc de su actividad peroxidasa sobre los
geles, aplicando 300p) de perdxide de hidrdgenc e incubande de 3 a 30 minutes. Para la
determinacion de pesos moleculares se utilizé el marcador Mark Vii de SIGMA, cuyo patrén de
bandeo fue revelado incubando el gel en una solucion con colorante de proteinas Coomasie al 0.2%.

4.6 Obtencidn de DNA gendmico:

Cada una de las cepas utilizadas fue crecida en un lito de medio hasta alcanzar una
densidad optica de 2.5 a 550 nm. Las células fueron cosechadas centrifugando a 10 000 mpm (rotor
JA-14, 15 300 g) durante 15 minutos. La pastilla celular fue lavada con una solucion de NaCl 100
mM, Tris-HCl 10 mM pH 7.9 y EDTA 10 mM, y vuelia a centrifugar. La masa celular lavada se
resuspendio &n 5mi de una salucién con NaCl 150 mM, EDTA 100 mM, Tris-HCI 10 mM pH 7.9. Se
agregd lisszima a una conceniracion final de 4 mg/ml incubando a 37 °C durante 30 minutos. Las
células fueron lisadas utilizando una solucién de SDS ai 2 %, NaCl 100 mM, Tris-HCI 100 mM pH
7.9, incubando con agitacion constante durante aproximadamente 30 minutos o hasta que la
solucidn se aclarara. Para ia extraccion det DNA del lisado celular se elevé la concentracion de NaCl
hasta 1.4 M y se agregé un volumen igual de fenol saturado con cloroformo agitando vigorpsamente
durante un par de minutos, la emulsién obtenida se centritugd a 3 000 rpm (1 080 g)durante 10
minutos en la centrifuga Beckman J2-21, rator JA-20, a temperalura ambiente. Se recupero la fase
acuosa la cual se exirajo 3 veces con cloroformo-aleohol isoamilico (24:1), Despugs de la tercera
extraceion s& adicioné al volumen de la fase acuosa recuperada 2/3 de volumen de isopropanol, se
agito y centrifugd a 5 000 rpm (3 030 g) durante 30 minutos. Ef botdn fue lavado con una solucién de
etanol al 76% viv, acetato de amonio 10 mM, durante 20 minutos. Posteriormente esta solucion fue
centrifugada a 3 000 rpm (1 090 g} y el botdn se resuspendid en 1 m! de Tris-acetatos pH 8 (TES)
con 10 g de RNAsa y se incubd a 37 °C durante 30 minutos. Posteriormenta se diluyd la solucidn
con dos volimenss de TEB y se agregé acetato de amonio 7.5 mM pH 7.7 hasta alcanzar una
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con dos volumenes de TEB y se agrego acetato de amonio 7.5 mM pH 7.7 hasta alcanzar una
concentracion final de acetato de 2.5 M. Se adicionaron 2.5 volimenes de isopropanol muy
cuidadosamente y por las paredes def tubo, cuando se establecieron dos lases se mezclaron
suavemente por inversion. EI DNA se recuperd con una varilla de vidrio y se resuspendié en 1 ml de
TES.

La concentracién de DNA y su pureza se determiné midiendo la absorbencia de una dilucion
1:10, a 260 nm y se aplico a la formula: (Absorbencia a 260 nm)"{factor de dilucién)*(0.05) =
{concentracidn de DNA en prg’ul) . con la absorbencia a 280 nm, se obtuve el cociente (absorbencia

DNA 260nm} / (absorbencia Proteina 280 nm). lo cual nos da un indica de pureza.

4.7 Disefio de oligos y amplificacion por PCR:

Se utilizaron las secuencias de oligonucledtides (primers) empleadas por Quirk et al. (1991)
y previamente por Saraste et ai (1991). sobre DNA genémico de B. fimus y B. subtilis
respectivamente, en la amplficacion de un fragmento de DNA altamente conservado de
aproximadamente 150 pb. dentro del gen Cta D ( Cox 1). A la secuencia de los oligonucleotidos
reportada {Tabla 4.4), se le adiciong un gancho para lz polimerasa (GGC), con la finalidad de
incrementar la afinidad en el proceso de ampliicacion por PCR. Ademds, del ganche GGC se
adiciond a fa secuencia de estos oligos secuencias que definen sitios de restriccién para las enzimas
Bam H1 y Eco R1, hacia el extremo 5' terminal, lo arterior con la finalidad de hacer mas manejables

los productos de PCR en un evenlual proceso de insercidn y corle dentro de un plasmido . La

sintesis de los ofigos estuvo a cargo de la Doctora Laura Ongay {IFC-UNAM).

" GGNCACCCNGAGGTNTACAT
2 GGC GAATTC (ECOR1) ACATGTGGTGNACCCANACCAT

Tabta 4.4 Secuencz "gancho” y si0s de restncc:on ad-tonados @ ta secuencia base en la construction los ogos 1y 2
utilizados en la amplificac.on por PCR

La secuencia final de los oligos fus analzada con ayuda de! programa OLIGO 4.03 (primer

analysis software.} con Iz finalidad de determinar la complementariedad entre oligos. la formacion de
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estructuras secundarias, asi comoe sus puntos de fusion.

En la reaccion de ampfiiicacion por PCR, el volumen final de la mezcla de reaccion fue de 50
ul, esta mezcla inclula DNA gendmico {molde) (el volumen necesario para alcanzar una
concentracién final aproximada de 0.4 ug/iul en la mezela de reaccion}, Oligo 1 {1 ut 300 ngM y
Oligo 2 (1 pk: 300 ngh}, 5 pi de mezcla de oligonucledsidos (dNTPs: 200pM cada uno). 1 unidad de
Taq DNA polimerasa (Perkin Eimer), 5 pl Buffer {10 X) para Taq DNA polimerasa (Perkin Elmer, este
Butfer ya incluye la concentracidn adecuada de Mg?+), y agua desionizada esténil hasta completar 50
pl. Lamezela se cubrid con 50 i de aceite mineral para evitar la evaporacion.

El programa de amplificacién incluye un ciclo inicial con una temperatura de alineamiento de
baja astringencia (30 %C), la temperatura de alineamiento de los ciclos posteriores fue determinada
en base a lo sugerido por € andlisis aplicado a los ofigos. En tolal se aplicaron 30 ciclos de
amplificacion usando un termociclador PTC-100 {(MJ Research Inc.) (Tabla 4.5)

En base al resultado obtenido de los primeros ensayos de ampfificacion aplicados para cada
una de las especies. se hicieron modificaciones a la temperatura de alineamiento en el programa de

amplificacién.

1 Desnaturalizacion inicial 85 3
2 Alneamiento inicial 30 1
3 Bxension inicial 72 1
4 Desnaturalizacion 9z 1
5  alineamiento” 59 1
6  Extension (regresa a 4. 29 ciclos) 72 1
7 Extensién final 72
8  Temp. de conservacion 4 X

Tabla 4.5 Esquema general de ios oiclos de amplificacen indicando la secuencia de temperaluras y tempos
programados en et termoaclador
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4.8 Clonacion y secuenciacién de unp de ios productoes de PCR:

Para la clonacién de uno de los productos de PCR (derivado de la reaccion de amplificacion
sobre DNA gendmico de B. thuringiensis, se comio electroforeticamente la totalidad de la mezcla de
reaccion (50 pl) en gel de agarosa al 1%. La banda con un peso de aproximadamente 150 pb fue
recoriada del gel y se extrajo empleando e! Kit “Geneclean Il “de Bie 101, de acuerdo a las
especificaciones del proveedor.

Para la clonacion de este producto se ulflizé e! kit de clonacién * TA cloning kit * de
Invitrogen. Las células competentes empleadas para la transformacicn, fueron preparadas segun el
método descrito por Maniattis {1982) y sembradas en cajas Petri con medio LB y ampicilina (100
pg/m } como agente de seleccion. El medio se adicioné ademds con IPTG (a una concentracion

finalde 5 mM) y X-gal (40 pg/mi).

La clona aislada se crecid en 3 m! de medio Lb incubando a 37 °C durante 12 hrs. Las
células obtenidas fueron usadas para la obtencion de suficiente DNA mediante la técnica de
minipreps y se purifico extrayendo con feno! saturado con cloroformo y alcohol isoamilico. La
secuenciacion se realizé aplicande e método de Sanger et al, {1976) empleando el kit de
Sequenasa de USB. de acuerdo a tas especificaciones del proveedor. Se utilizo el primer universal
{forward) de Stratagene, ampliicando en presencia de adenina marcada con §%. El resultado se
reveld mediante electroforésis en gel de acrilamidafurea, al 6 % a 50 °C y exponiéndolo contra una
placa fologréfica durante 14 hrs. La secuencia obtenida se compard contra la secuencia homgloga
de B. subtifis disponible en el GEN BANK, para confirmar su identidad.
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V. RESULTADOS

La expresin de la citocromo oxidasa caas en etapa esporulante fue detectada a partir de la
aplicacion de técnicas de andlisis especiral y electroforesks desnaturalizante de membranas
celulares, La presencia del gen cta D, que codifica para la subunidad | de esta oxidasa, se detectd
por la amplificacién especifica de un fragmento de 160 pb, altamente conservade dentre de este
gen. Los resuftados experimentales de 1as tres técnicas permiten sugerir la presencia o ausencia de

la oxidasa caas en cada especie de Bacilius analizada {tabla 5.1).

B. rfgiensis
8. megaterium + + +
B. sphaericus - + _
B. pasteurii + ? +
8. polymyxa + ? +
B. macerans + + +
B. brevis + i +
B. aneurinolyticus . . .

Tabia 4.1 Relacion de resultados ¢ las prusbas aplicadas en la deteccion del oxidasa caas. £l signe {+} significa que la
prueba conlima su presencia y el signo (-} gee la rechaza.

5.1 Andlisis espectral

El primer acercamiento en la deteccion de la oxidasa caas se consiguié mediante el analisis
pspeciroscopico de membranas celulares de Bacillis en estado esporulante (etapa T2-T3). Los
espettros diferenciales reducido menos oxidado revelan la presencia de la citocromo oxidasa caas
con pices de absorcion a 603 y 445 nm (Garcia-Horsman et. al, 1981). Otros picos de absorcidn se
relacionan con la presencia de esta enzima y son los correspondientes al citocromo ¢, que lleva

unido covalentemente, y que absorbe a 417, 523 y 550 nm.
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La tabla (5.2) muestra tas longitudes de onda de los picos de maxima absorcion observados
en los espectros diterenciales de cada una de las especies (fig. 5.3(a) - 5.10(a)). y relacionados con
la firma espectral de la oxidasa caas. Los picos de absorcion de las oxidasas aas y caas tienden a
sobrelaparse por su cercania, lo que dificulta ia identificacion de una u otra. Con ia intencién de
salvar este inconveniente se redujo secuenciaimente con tres especies quimicas de distintos
polenciales redox (ascorbato, ascorbato-TMPD y ditionita), esto permitiria reducir la cadena
respiratoria a diferentes niveles y discemir entre la sefial generada por la presencia simultanea de
ambas enzimas. Sin embargo. puede observarse cierta helerogensidad en los resultados obtenidos
con esle tratamienlo. el componamiento espectral entre las distintas especies no sigue el mismo
palrén; en algunos casos no se observa desplazamiento significativo en los picos de absorcion (lo
cual sugiere la presencia de una sola de las enzimas}, en ofros los picos se corren a la izquierda, 0 a
la derecha con la adicién de ditionita. No obstante estas diferencias en los casos en que se obseva
un corrimiento signfficative de los picos de absorcion puede suponerse que Se debe a la presencia
de ambas enzimas en las membranas celulares.

B thuringienss  6064443.2 ~6028-442.3 0014426
B. megaterium 58084459 602.2-443.2 602.8-443.5
B. sphagericus 599-446.2 589.5-445 589.2-442.9
B pasteurti 600-439.75 604-440.5 603.1-4408
B. polymyxa 602.5-445 605.25-448 e
B. macerans 5998 601.8-4426 603.1-444.1
B. brevis 603.1-440.2 603.7-442.3 603.4-442
B. aneunnolyticus Ausente-441 Ausente-441 Ausenie-441

Tabla 5.2 Longilud o2 onda de los pieos de absorcion en o relaconados con [a presencia de [a oxidasa caaq(alrededor
de los 600 y 445 nm) en diferentes espacies de Bacifus. usando tres distintos reductores. Ascorbato, ascorbato-TMPD y
ditionita,
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5.2 Andlisis electroforetico

Las membranas de céiulas en etapa esporulante (T2-T3} fueron calentadas, solubilizadas y
digeridas en presencia de SDS, B-mercaptoetanol y glicerol. La efectrotoresis en gradiente (10-16%)
sobre geles de acrilamida desnaturalizantes (SDS/PAGE), permitié separar las subunidades de
complajos proteicos. A partir de la tincion especifica con {etrametil bencidina y ia reaccidn con
peroxido de hidrdgeno, se revelaron las subunidades proteicas con actividad peroxidasa (Fig 5.3(b)-
5.5(b) y 5.8(b)-5.10(b}). La actividad peroxidasa hizo evidente la presencia de hemos tipo ¢ unidos
covalentemente a diversas subunidades proleicas presentes en las muesiras de membranas
digeridas. En el caso de B. pasteuniy B. polymyxa no fue posible revelar las subunidades proteicas
por este método, de manera que se tuvo Que prescindir de este criterio al evaluar la presencia de la

oxidasa.

La tabla (5.3) presenta el peso de las bandas, que por analogia a lo reporado para 8.
cereus (Garcia-Horsman ef al. 1991), comresponden a la subunidad proteica §l de la citocrome
oxidasa caas Ademds, se presentan en algunos casos los valores de subunidades proleicas mas

pesadas que de igual forman revelan ia presencia de un citecromo tipo ¢ unido covalentementa.

B. thuringiensis

B. megaterium

B. sphaericus 36,698 y 37,881
B. pasteurii ?
B. polymyxa ?
B. macerans 37,088 {40,364}
8. brevis 34,264

B. aneurinolyticus

30568 (49.813)

Tabla 5.3 Sybunidagies proteicas con actividad peroxidasa y un peso alrededot de 37 Kda Enire pa@ntesis se muesiran
ademds los pesos de subunidades mayores reveladas y cuva entidad es indefiruda. El revelado de subunidades
proteicas con actnadad peroxidasa no lue posible para B. pasieuniiy £ po'ymya



5.3 Anslisis genético

53.1 Disefio y evaluacion de oligos

A continuacién se presentan las secuencias finales de oligos utilizados, asi como los
resultados de fa prueba de complementariedad y puntos de fusidn aplicada con el programa OLIGO
403 (primer analysis software}{Tablas 5.4 y 5.5) . Esta prugba permitié estimar la eficiencia de
reaccidn de PCR, a partir de ios valores de T de los ofigos (ver material y métodos) con y sin sitio
de restriccion; Tm del producte:; y diferencias de Tm entre ambos oligos. Ademds se determinG la no
existencia de sitios falsos de apareamiento, la formacién de estructuras secundarias entre los oligos
(allo- asa) o de apareamiento entre oligos para evaluar, al menos cualitativamente, su eficiencia
durante la reaccicn. Aungue el andlisis revela sitios de apareamiento entre oligos, y formacion de
estructuras tallo asa (fig 5.1) en la practica no afectaron de manera critica la eficiencia de
amplificacion.

SECUENCIA INTEGRADA:

OLIGO1 = 5° GGCGGATCCGGNCACCCNGAGGTNTACAT 3
OLGO 2 = 5 GGCGAATTCACATGTGGTGNACCCANACCAT 3

Qligo ligo N ig
Td 604 63.2 87.3 81.0
Tm 68.2 69.5 B2.3 79.6
Tm 60.0 64.0 82.0 920
Tm durante fa reaccion 47.8 50.6 708 68.0

Tabla 5.4 Hesultados del andlisis con e! programa OUGO 4.03 (primer analys:s software). se senalan los punios de
fusién (Tm) de los oiigas. con y sin sitio de restnecidn
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Productode PCR™~ Sin sitio de restriccion -Con sitio derestriceion

Temp. 6ptima de a|inamiemo 515 58.0
Tm del producto de PCR 744 75
Diferencia en &l Tm de los oligos 28 28
Silios falsos de apareamienio No No

Tabla 5.5 Resullados det andlisis con e programa QLIGO 4.03 (prmer analysis software), se sefiatan la temperatura
dptima de alineamiento durante la reaccidn y la no existencia de sitios falsos de apareamiento,

Formacién de diplex:
Qligo 1 Oligo 2
AT——-C--C-G--G—-AT ~—ATG—
TA—G-G~C-~C-TA TAC—
CGGATCCG ~CACATGTG—
GCGTAGGC ~GTGTACAG--
Oligo 1/0ligo 2
----ACAT —-GGTNT -
e TGTA-— -COANA——
Tallo-asa -ACC ~CGG
01 1 N
-TGG ---GEGC
--TGGET
02 T
-ACCA

Fig 51 Sibos de apasearniento entre ohigos y formacién de estructumas secunianas reveladas por e! programa OLIGO
4 03 {pnmer analyss soltware}.
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532 PCR

Una vez definida la secuencia final de los oligos se solicitd su sintesis y se procedid a
optimizar la técnica de extraccion de ONA. El ensayo de amplificacion por PCR de un fragmento de
DNA altamente conservado, pemmitié detectar la presencia de! gen ctaD. La aplicacion de los
oligonucieotidos (Ofiges 1y 2). disefiados para hibridar con este gen, permitic amplificar fragmentos
de aproximadamente 160 pb.. a partir de DNA gendmico purificado de diferentes cepas del género
Bacillus. Las figuras {5.3(c)- 5.5(c), 56 y 57 (b), 58 y 510(c} muestran los resultados
correspondientes a la amplificacion de este fragmento de 160 pb. Las especies para las que no fue
posible la amplificacion de este fragmento, fueron B. sphaericus y B. aneurynoliticus (fig. 5.5(c) y
5.10{(¢c)).

El esquema general de los ciclos de amplificacién se refiere en la tabla 4.5, algunas veces
se modifict la temperatura de alineamiento, disminuyendo o aumentando la astringencia, para
facilitar la posibilidad de amplificacién o evitar la aparicién de ampiificaciones inaspecificas. Se
comprobd que la temperatura optima de alineamiento de los oligos se da a los 59 °C, el andlisis en
computadera sugiere 58 °C, pero aplicando una temperatura de alineamiento de 58 °C se reduce en
buena medida la amplficacion de productos de PCR inespecificos.

Trabajando sobre DNA gendmico de B. sphaericus y B. aneurynoliticus como molde, ningin
tipo de modificacion en las condiciones de la reaccion y temperatura de alineamiento, permitié la
amplificacion de un fragmento del {amafio esperado. Otras bandas de mayor peso aparecieron
cuando se redujo demasiado la astringencia, pero de ellas ninguna, por su tamafio, puede
corresponder al producto de PCR esperado. En las figuras 5.9(c) y 5.10{c) se presentan los
productos de PCR obtenides para B. brevis y B, aneurinolyticus. en un proceso de amplificacion
retativamente laxo (57°C) para la temperatura dptima de alineamiento de los oligos {59 2C). El patrén
de amplificaciones inespecificas para ambas cepas es similar, sin embargo. es notoria la ausencia
de {a banda de 150 pb. en B. aneurynolfticus. con respecto a B. brevis. Esta misma situacidn se
mantuvo aun alineando a 56 2C El intento de amplificacién sobre DNA gendmico de B. sphaericus

tuvo un resutado similar al de B. aneurynoliticus.
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La clonaciin y secuenciacion del producto de PCR ampliticado a partir de DNA gendmico de
B. thuringiensis dic por resultado una secuencia que presemta homologia con la secuencia
correspondiente en B, subtilis (fig. 5.2).

CLUSTAL W{l.4)} multiple sequencc alignment

ctab CACCCGGAGGTT TATATCCTAATTT TGCCTGCATTCGGTATTTTTTCTGA
wenl0 CACCCGGAGGTTTACATT - === r=m e == mm e e TTCGG-AATATCTCAGA
R R W WekAaw o+ o+ A we ww
ctapb GOTCATCCCTGTGTTCGCCAGARAGCGTTTCTTTGGCTATTCTTCAATSG
wenli AATHNHGCA - ACANNNNNGARARRACGATTCTTTGGTTATCCATCGATGG
* * T AW O FT ATTRTANT FTYE A EF WE AW
ctal TTTTTPG-CAATCGTGCT - - ~-TGGCTTTCTGGGCTTTATGGTTTGGGTGCA
wenlQ TCTTTGACGACTGTATTAATTGGATTTTTAGGATTTATGGTATGGGTCCA
Wk L LA - Wk ok AER W ek Rk ok o R LA R K] LA
ctaD CCACATGTTC
wenlo CCACATGTGA

TEEEEFTERSL

IR R R LRI E R R R N N Y Ry L L RN R R N R R R NN NNy Y]

Fig. 5.2 Comparacion de las secuencia gel gen para la subunidad ! (cta D) en 5. sublils contra la secuencia det
fragmento de DNA amplificado a partir de DNA gendmico 5 thuringlensis (Wen10). Los asteriscos sefiatan sitios de
correpondencia v los guiones indzan huecos o ‘indels” iniroducidos con la finalidad de de optimizar e! alinearmiento Ef
abnearrrento fue reahizado con ef uso det programa CLUSTAL Wi 4) muiipie sequence dignment,
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Baciflus thuringiensis

(@)
AA
los
547.6
(5542 800
: )
[ - e -0 6028 - o o
i Y i A
/'W/\\ ! ’ N
; o e S o Se——m——mm— ASC-TMPD
; iy
..._\ ' 'x‘
S el 635.4
s N --\___"___‘.‘ T e ot ASC

| 437483KDa

SRR

Fig. 5.3 {a) En los espectros diterenciales [a reduccion secuencial con ascorbato, ascorbalo-TMPD y ditonita
provoca un commiento hacia el ultravioleta. Este commiento sugiere la presercia de mds de una isoloma de la
citocromo oxidasa aa; en membranas de 8, thuringiensis E1 pico de absorcion a 6064 nm &' reducir con ascorbate
pudiera ser una sefia’ generada por la presencia de lz owdasa caas (b) La bisqueda de suburidaes proteicas con
actividad peroxidasa revela ta presencia de una subunidad con un peso aproximado a 37 Kda (37.483 KDa) acorde & lo
reportado para la suturedad || de la oxdasa caas(c) Cam. & marcador 1 Kb Ladder. caril 1 producto de PCR. A partir
de! DNA gendrmico de B thuringiensis se amp!ficd un fragmento de aproxradamente 160 pt de DNA con €! uso de los
oligos 1y 2 Los resuilados de la tres estrategias de deieccon aplicadas sugeren la presencia de la oxdasa caasen B,
thuringrensis
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B. megaterium

8028 ASC-TMPD
| ’___.‘_.::;;,..-v«:-.':‘;:-:.
@ 550.0’ g8 A o
4
S 602.2
,"‘\'——J’ /
T e, /’
/-/' -
AA

5998
/_“‘.""—_ — M'\m ASC

&) _ "

e ‘_3.5.598 KDa

fig. 5.4 (3) Espectos diferenciales de membranas de B megateriun. La reduccién secuencial con los
redutiores ascorbato, ascorbate -TMPD y ditionita provoca un comimiento de! pico de absorcidn alrededor de ios
£00 nim, lo cual indica la presencia de mas de una isoforma de la oxidasa 2as el pico a 6028 puder coresponder
a la absortién generada par a presencia de la oxidasa caas (b) Et analisis electrofordtioo {SDS/PAGE) revela una
subunidad proteica con actividad peroxidasa, de un pesc aptoximado a los 37 KDa reportades para fa suburidad |l
de la ondasa caas (€} La reaccin de PCR pemtié amplificar un fragmento de aproxmadamente 160 pb lo que
sugiere la presencia def gen ela D en e genoma de B megatenom Camil L: marcador 1 Kb Ladder, caril 1:
producto de PCR Los resuliados de las tres pruebas de deteccién sugieren la presencia de ta oxidasa caa; en esla

espenie de Bacilus
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B. sphaericus

; / ————— ASC

37.881 KDa

365,698 KDa

——
imsoms
F ]

160pb —p

Fig. 5.5 (a} Los espectros diferenciales de membianas de B spabencus revelan picos de absorcidn a 599 nm,
caracteristicas de la oxidasa a2; este pico se mantisne atn apiicando reductores con distinto potencial redox (ASC,
ASC-TMPD y Dihonital. (b) El andlisis electroforélico revela un par de bandas con pesos de 36.698 y 37,881 Kda,
cualquiera da estas dos bandas padria comesponder a la subunidad i de la oudasa caa; {c) € caml L cormespande al
marcador 1 Kb ladder, e camil 1 al producto de PCR ampifiicado sobre DNA gendmico de £ sphaericus, ef camil 2 at
producte de PCR amplificado sabre DNA genorrico de B.megatenum. como puede chservarse no e consiguié la
amplificacion de un producto cercano a los 160 pben 8 sphaencus. En este caso o andlisis espectral y la amplificacidn
por PCR rechazan la posibiidad de la eustencia de Ja oxidasa zaa; en esta especie y of andlisis electroforético no es
argumento suficiente para SUGeNr Su prasencla.
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B. pasteurii

{c)

o
ASC-TMPD

Fig. 5.6 {a).Los espectros diferenciales de membranas de 8. pasteuri revelzn fa presencia de isolomas de fa
oxidasa aa; esto se deduce del commiento de! pico de absorcion alrededor de los 600 nm, provocado por la reduccion
secuensral con ASC, ASC-TMPD y diionita. Es probable que el pico de absorcidn a 604 nm en el especire diferencial
obtenido al empiear ASC-TMPD como reductor se comesponda  la sefial generada por la presentia de la oxidasa caa,
{t) Et ensayo de PCR dic un producto de aproximadamente 160 pb {cami 1) que sugiere la presencia del gen cla en gl
genoma de § pasteuni (Cami L marcadar 1 Kb laddar). €1 andlisis especiral y la blsqueda del gen cia D sugieren la
presencia de fa oxidasa caas en esta espacie de Sacillus.

42



B. polymyxa

(@) 605.25
43475 A . ASC-TMPD
e '\ prerrt??
-~ sg125 o7 T
£ k d
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/
."!
/ 6

160 pb

Fig 5.7 (a) Bl andlisis espectral de membranas celulares de B. polymyxa revela picos de absorcidn a 602.5 y
805 nm al reducir con ASC y ASC-TMPD respectivamente, eslo indica [a presencia de mdas de una i1solorma de la
oxdasa az; en membranas de esta especie, la sefial a 605 nm pudiera corresponder a la absorcién generada por la
presencia de la oxXdasa cazs No fue posible el revelado por actividad peroxidasa de subunidaes proteicas presentes en
mernbranas de B polymyxa, aunque fueron digeridas y carpadas en ge! junto con otras membranas que si dieron tincién
espetifica {b) La reaccién de PCR permitio amplificar un fragmento de DNA de aproximadamente 180 pb. ko cual sugiere
la presencia del gen cta D en e! genoma de B pefymyxa Camil L marcador 1 Kb Ladder. cami 1 producto de PCR. B
resultado de estas dos pruebas de deleccién sugieren Ia presencia de la oxidasa caa; en B pa'ymyxa.
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B. macerans

ASC-TMPD
orr

ASC

)

40,364 KDa

37,088 KDa

Fig 5.8 (a} Para B. macerans ¢l andlisis especiral revela picos de absorcion a 599.8, 601.8 y603.1 amen la
reduccién secuencial con ASC. ASC-TMPD y ditionita. I desplazarmiento del pico de absorcién cercano a los 600 nm
sugiere la presencia de wsolormas de la oxidasa 2as {b) E1 ensayo eleciroforstico revela la presencia de una subunidad
proleica con Un peso de 37 088 Kda acorde con e freportado par I subunidad |t de esta enzima, {c) La amplificacién
por PCR da un producto de aproximadamente 160 pb o que sugiere la presencia del gen ta D en ¢ genoma de 8.
macerans En conjunio estos resuiados sugieren la presencia de la oxidasa caa; en 8 macerans.



B. brevis

()

Fig 5.9 (a) El andlisis espectral muestra picos de absorcin alrededor de los 603 nm con la aplicacién de los
reductores ASC. ASC-THPD y ditionita (DIT), por lo que puede considerarse que ewste una 1soforma de la oxidasa az,
presente en membranas de células esporulantes de B. brevis Por otro lado la reduccién con ASC-TMPD vy dilicnita
revela un pico a 6247 nm. que sugere la presencia de citocromo tipo d en esla especie de Bacilus. (b)
Electrolorélicamente s& consiguid separar una Subunidad con actividad perowdasa y un peso de 34284 KDa
comespondiente a 1a subunidad Il de la oxidasa caas (¢) La amplificacién por PCR dia un producto de aproumadamente
160 pb {camit 1), con lo que las tres estrategias de basqueda corirman la presencia de la oxdasa cas; en esla especie.
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B. aneurinolitycus

(a)
AR 550
445
105 603
1 — o
/\ : ! ASC-TMPD
I ASC
0 - : {c)
" 49 813 KDa
i 4—— 129568 KDa
‘ 160 Db —

Fig, 5.10 {a) Los espectros diferenciales reducido-oxidado de membranas cetulares de B. aneurynoiiticus no
presentan picos de absorcion alrededor de los 600 rrm o que indica la carencia de owdasas con hemo A {b) La reaccibn
peraxidasa no revela una subunidad con clocrome ¢, que lenga un peso aproximado a los 37 Kda, Se revelaron en este
caso otras Subunidades con pesos de 39.568 y 49,813 Kda, que no comesponden a lo reportado para la subunidad H de
la oxidasa caas (¢} £ camil L coresponda al marcador 1 Kb ladder, el camil 1 al producto de PCR amplificado sobre DNA
genomico de B brevis, €l caml 2 al produco de PCR amplificado sobre DNA gendmico de B. aneurnafiytus: ¢omo
puede chservarse no fue positle amplificar un lmgmento de BNA que sugiera la presencia del gen cla D Esta evidencia
permite sugerir que la cilocromo oxidasa caa; no esta presenie en esta especie de Bacillus.
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VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resuliados experimentales de esta determine_lcidn sugieren que la citocromo oxidasa
caas esta ampliamente distribuida dentro del género Bacillus. La presencia del gen que codifica para
la subunidad | de esta oxidasa (cta D), y la expresion de la enzima, fueron explorados por métodos
moleculares v bioguimicos, teniendo por resultade que se encuentra presente dentro de los cinco
grupos genéticos propuestos por Ash et al (1991).

E) que esta oxidasa bacieriana se encuentre en especies de Bacillus, metablicamente
adaptadas a diversos ambientes, sugiere que su expresidn satisface en cada una de ellas un
requerimiento fisiolégico ain no bien definido. A la fecha diferentes reportes documentan la
expresion de la oxidasa caas, bajo distintas condiciones y estados de crecimiento, cuyo comin
denominador es la prevalencia de una condicién de estrés metabdlico. En particular existe evidencia
de una elevada expresion de la enzima, y su acumulacion, en membranas de células de Bacillus,
cosechadas en etapas lempranas de esporulacion (Garcia-Horsman et al 1981). La citocromo
oxidasa caa: puede tener una funcién especifica en este proceso de diierenciacion celilar. y dado
que la esporulacion es una caracteristica diagndstica del grupo. ésta podria ser ia razdn que explica
12 amplia distribucion de esta enzima enire las especies de Bacillus. En este trabajo no se explora
esta posibilidad. sin embargo. representa un primer acercamiento en la determinacién de! papel
funcional de |a oxidasa caas. dado que apreciar su distribucion permitird inferir su importancia dentro
del género. Para ello se estudiaron ocho especies de Bacillus distribuidas entre los cinco grupos que
componen al género y se analizé la presencia y expresion de la oxidasa caas a partir de tres
estrategias distintas de deleccion.

6.1 Los métodos de deteccion
Como primer paso se aplicé un analisis espectrofotométrico a membranas de células de
Bacillus, con la finalidad de revelar los diversos componentes de sus cadenas respiralorias y entre

estos componentes identificar la presencia de Ja oxidasa caa:. Con este métado es posible definir la
presencia de la proteina funcional pero no informa sobre su nivel de actividad. De modo que se trata
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de una deteccion fenctipica que depende del nivel de expresion de los genes en las condiciones de
crecimiento a que se hallaban sujetas las células al momento de la cosecha.

Como ya se menciond los picos de absorcion caracteristicos de las oxidasas aas y caay
tienden a sobreponerse por su cercania en la zona o alrededor de los 600 nm. La absorcién a esta
longitud de onda se atribuye principalmente a ia presencia de hemos tipo A en ambas enzimas, la
diferencia entre ellas se origina a partir de la presencia de! citocromo ¢ unido a la oxidasa caas, lo
que modifica sus caracteristicas espectrales.

El andlisis espectral de membranas celulares de las ocho especies de Bacillus exploradas
revela picos de absorcién dentro de un rango que va de los 599 a los 606.5 nm, segin la especie y
¢l agente reductor empleado {tabla 5.2}. La aparicidn de un pico de absorcion dentro de este rango
indica en primer lugar la presencia def complejo citocromo aas en las membranas analizadas; por
otro lado, el corrmiento de este pico de absorcién por la aplicacion secuencial de reductores de
distinto potencial redox sugiere la presencia simultanea de mas de una isoforma de esta enzima.,

Los picos de absorcian de las oxidasas aasy caa: en la zona a. se reportan alrededor de los
601 y 603 nm respectivamente en especies de Bacillus como B, subtilis (Wachenieldt y Hederstedt,
1890) y B. cereus (Garcia-Horsman et af, 1891). Con la intencién de diferenciar entre las sefiales
gspecirales de ambas oxidasas se redujo secuencialmente con especies quimicas de distinto
potencial redox, e} comportamiento heterogéneo en el desplazamiento de los picos de absorcidn
provocado por esle tratariento, entre las distintas especies de Bacillus, pudiera explicarse por
diferencias en los potenciales redox, en los patrones de expresion y/o por diferencias en las
caracieristicas espectrales de un mismo tipo de oxidasa entre diferentes especies. Yaginuma et al
{1997) reportan picos de absorcion a 603 nm para la quino! oxidasa aasy a 601 nm para la citocromo
oxidasa caas presentes en B. brevis, sefialando que el orden de los picos de absoicidn de las
oxidasas lipo 2a: en un organismo, no se determina por su tipo de substrato. Es preciso tener en
cuenta que las caracteristicas especirales de los citocromos no solo dependen del colactor hemo
que los constituye. también se definen en funcidn del ambiente local en el sitio de unidn del hemo
con la apoproteina. Para el propdsito de este estudio el grado de especificidad de este método de

deteccidn pemmitié definir la presencia de oxidasas tipo aa: en las especies exploradas, asi como. en
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la mayoria de los casos, la expresion simutianea de més de una isoforma de esta oxidasa. Por otro
lado en los casos en los que se sugiere la presencia de una sefial generada por la oxidasa caas
también se abserva que los picos de absorcién debidos a citocromos tipo ¢, alrededor de los 550 nm,
llagan a ser superiores que el pico de absorcion debido a citocromos fipo b, tal como ocurre en
especies termofilas de Bacillus (Sone ef al, 1983). Finalmente, la deteccidn de la oxidasa caas por la
busqueda de su subunidad proteica Il y la estralegia de deteccion por PCR del gen cta D. permiten
complementar los resultados de! andlisis espectral y definir un resultado final para cada especie.

El criterio aplicado para la identificacion de la oxidasa caa; sobre geles de comimiento
electroforetico (PAGE/SDS), se fundamenta en la fincidn especifica y revelado de actividad
peroxidasa. Las condiciones de comimignto electroforetico fueron desnaturalizantes, los hemos tipo
C unidos covalentemente a su apoproteina, son los que especificamente se revelan con esta
reaccion. La presencia de un polipéptido con un peso aproximade a 37.5 KDa, y que manifieste
aclividad peroxidasa, sugiere fuertemente que se trata del comespondiente a la subunidad Il de una
oxidasa tipo caas. dado que este es ¢! peso reportado para estd subunidad en otras especies de
Bacillus; B. cereus (Garcia-Horsman et al.. 1991) y B. subtilis (Wachenieldt y Hederstedt, 1990).

Nuestros geles revelan un patron de subunidades que en la mayoria de los casos
comesponde a un patrén general que incluye basicamenie a subunidades identificadas como
correspondientes a ta subunidad 1l de la oxidasa caas (=37 KDa), el citocromo bes (=27 KDa) y el
citocromo ¢ fbre (=14 KDa). Otras subunidades fueron reveladas, en algunos €asos {a identidad de
estas subunidades permanece indefinida. En B. sphaericus, aparecen un par de bandas cercanas a
los 37 KDa {36.698 y 37,881KDa} pero no es posible definir si alguna de eltas corresponde & la
subunidad 1 de una oxidasa caas presente en esta especie, dado que las otras dos técnicas de
deteccion no confirman su presencia. En B. macerans aparece una banda de 37 KDa identificada
como la subunidad Il de la oxidasa caas, pero ademas se revela una subunidad de mayor peso
(40,364 Kda) de naturaleza indefinida. En B. aneurynolticus se revelan dos bandas de elevado pesoc
molecular (39.568 y 49,813 KDa) de éstas. ninguna corresponde en peso a lo reportado para la
oxidasa caa; e indican la presencia de subunidades de elevado peso molecular que contienen un
citocromo ¢ unido covalentemente y que forman parte de componentes de ta cadena respiratoria de
esta especie, aun no identificados. Esta estrategia de deteccion reveld la presencia de subunidades
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comparables a la subunidad Nl de la oxidasa caa; en la mayoria de las especies de Bacillus
analizadas, con excepcion de B. ansurinolyticus. Sin embargo, su limitacién consisten en que solo
funciona con la expresidn de la proteina. Es posible que adn contando con el gen correspondiente, el
organismo en cuestion no lo exprese, al menos bajo las condiciones particulares en que se hallaba
las células al momento ds la cosecha. Es por esta razon que el siguiente paso en la deteccion de la
oxidasa caastue la identificacién del gen cta D que codifica para su subunidad | de la oxidasa caas.

L2 bisqueda por PCR del gen cla D es quizd el método de mayor especificidad aplicado en
ta deteccidn de la oxidasa caa: ya que el grado de conservacion de la secuencia de este gen es alto
(47 %) entre las especies de Bacillus (Quirk et al., 1933). A pesar de que la subunidad 1l de la
oxidasa caas es la que incluye ef dominio para citocromo ¢, no se intento la deteccion de esta enzima
a través de una sonda dirigida especilicamente a la deteccidn de! gen para esta subunidad (ctaC)
(particularmente al sitio de transicién entre la secuencia homdloga a aas y la secuencia
correspondiente al citocromo ¢} debido a que presenta un grado de consefvacion bajo (16 %)
(Arredondo-Peter et al, 1983). En un intenio por desarrollar oligos dirigidos a la deteccién de la
subunidad [I, se realizé en el laboratorio (Hemandez, F., 1995) el alingamiento de secuencias
correspondientes a esta subunidad de varias especies bacterianas. Se obiuvo una secuencia
consenso con un grado de conservacion demasiado bajo (16.4 %). a padir de las zonas mas
conservadas dentro de esta secuencia se disefaron dos ofigos que resuhiaron poco funcionales e

inespecificos.

Los ofigos 1y 2, dirigidos a la amplificacién de una secuencia de 160 pb dentro de la
subunidad |, han confirmado su especificidad en la deteccién de subunidades homologas en 8.
subtilis y B. firmus (Lauraeus ef al, 1391; Quirk et al, 1983). Por otro lado, en colaboracion con un
proyecto paralelo, se determind la secuancia del fragmento de 160 pb amplificado 2 partir de DNA
genomico de B. thuringiensis y se alined contra la secuencia homologa en el gen cta D de B. subtilis.
El resultado de la comparacion de ambas secvencias sefiala una amplia similitud y confirma la
identidad de este fragmento {fig. 5.2). Los ensayos de PCR aplicados sobre DNA genomico de las
distintas especies exploradas permitieron amplificar un fragmento del tamafo esperado en la

mayoria de los casos, con excepcion de B. sphaericus y B. aneurinolitycus.
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Un paso conveniente en la continuidad de este estudio, & la determinacién de la secuencia
de cada uno de los fragmentos amplificados, esto permitiria, ademas de confirmar su identidad,
realizar comparaciones enfre secuencias, que nos brindarian la posibiidad de conocer algo acerca
de la historia evolutiva de esta subunidad. La comparacién de fa genealogia del gen cta D de la
oxidasa caas con la filogenia de los Bacillus permitiria hacer inferencias en relacion con los
mecanismos que operaron en la distribucion de la enzima con la diversilicacion del género.

6.2 La oxidasa caas en los diferentes grupos de Bacillus.

El género Bacillus se compone de cinco grupos genéticos, el grupo 1 incluye las especies de
Bacillus cuya cadena respiratoria ha sido mds ampliamente caracterizada, entre estas especies se
sabe que B. sublilis, B. cereus y B. fimnus cuentan con una oxidasa tipo caas los resultados
experimentales de este estudio sugisren su presencia en especies cercanas a ellas; B. thuringiensis
y B. megalerium. Para el grupo 2 no existen reportes previos de la presencia de la oxidasa caas, sin
embargo, el andlisis espectral de membranas de B. pasteurii revela un comimiento del pico de
ahbsorcién cercano a los 600 nm con la aplicacion de distintos reductores (tabla 5.2), esto sugiere ia
presancia simultanea, en membranas de esta especie, de mas de una iscforma de fa oxidasa aa;,
una de elias pudiera ser el complejo citocromo caa: Aunque no fue posible revelar subunidades
proteicas con actividad peroxidasa de esta especie, si se consigui¢ amplificar un fragmento de DNA
de aproximadamente 160 pb. sefialando la posibilidad de la existencia del gen cta D en el genoma
de B. pasteurii Estos resuftados en conjunto sugieren la presencia de la oxidasa caas en B.
pasteuri. No es posible llegar a la misma conclusién cuando se analizan los resultados
experimentales derivados del andlisis de B. sphaericus, debido a que la amplificaciin del fragrmento
comespandiente a 1a subunidad | de la oxidasa en esta especie no fue posible bajo ninguna
condicion. Los espectros diferenciales revetan un pico de absoreion a 589 nm que no modifica sy
posicion ¢on la aplicacion de diversos reductores, lo cual sugiere la presencia de una sola de las
isofomas de la oxidasa aas. que bien pudiera ser la propia oxidasa aa; Aunque el andlisis
electroforético revela dos subunidades con actividad peroxidasa de un peso similar al de la
subunidad Il en olras especies de Bacillus, no es posible definir si alguna de estas subunidades
perenece a la oxidasa caas. El conjunto de estos resuliados no permite definir la presencia de la
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oxidasa caas en B, sphaericus, sin embargo, su posible presencia en B pasteurii sugiere que la

enzima se encuentra dentro del grupo 2 de los Bacillus.

Dentro del grupo 3 tampaco existen reportes previos de la presencia de la oxidasa caa; pero
este estudio sugiere su presencia en B, macerans y B. polymixa. Para estas especies se observa
una sefal espectral que sugiere la presencia de una isoforma de la citocromo oxidasa aas, y
presenian una subunidad con actividad peroxidasa de un peso aproximado a los 37 Kda. Ademas de
que a partir de su DNA gendmico fue posible amplificar un fragmento de aproximadamente 160 pb
de DNA con el uso de oligos 1 y 2 dirigidos a la deteccion de! gen cta D. Para B. brevis dentro del
grupo 4, los resuliados experimentales de este estudio fueron confimados por €l reporte de la
semipurificacion de la oxidasa caasa partir de membranas de 8. brevis (Yaginuma ef al., 1997). Este
reporte se publico en e momento que este estudio se levaba a cabo. Yaginuma ef al, (1997)
reportan un peso de = 34 Kda para subunidad |l de la oxidasa caas, esto coincide con el resuttado

obtenido en esta determinacion.

Dentro del grupo cinco la presencia de la oxidasa caas estd confimada por reportes previos
de su presencia y purificacion en B. stearothemophilus. Por ello se decidid realizar su busqueda en

una especie de Bacillus cercana a este grupo. B. ansurinolitycus.

En los especiros diterenciales de membranas de B. aneurynoliticus se observa la ausencia
de un pico de absorcion alrededor de los 600 nm, ko cual sugiere que bajo las condiciones de culivo
en que fue crecida esta especie y la etapa de desarrollo en que fueron cosechadas sus células no se
expresa alguna enzima o isoforma de la oxidasa aas sin embargo, a los 445 nm se observa una
sefial tipica de la presencia de hemo tipo A. sin embargo esta sefial no tiene su replica en la zona o,
alrededor de los 600 nm, por o que no es posible definir su identidad. En el andlisis efectroforético
las subunidades reveladas por actividad peroxidasa no incluyen alguna de un peso que sugiera fa
presencia de la subunidad Il de la oxidasa caas. Tampoco se consiguio la amplificacién por PCR del
fragmento correspondiente a la subunidad |. Estos resultados en conjunio sugieren fuertemente que
tanto k2 oxidasa tipo aasy la oxidasa tipo caa; estdn ausentes en B. aneurynolilicus. Esta especie no
fue incluida dentro de ninguno de los grupos filogenéticos propuestos por Ash et al. (1991). Shida &t
al. (1996) proponen que B. aneurynoliticus y B. brevis representan dos taxa filogenéticamente
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distintos entre ellos, y lambién distintos a los demas miembros del género Bacillus, por lo que los
separan, proponiendo a cada uno como un nueve género. No existe un reporie previo que
caracterice ta cadena fespiratoria de B. aneuryniiticus, 0 acerca de su metabolismo energélico, sin
embargo se sabe que es una bacteria obligadamente aerobia y que esporuta. Es posible que una de
las subunidades pesadas reveladas por actividad peroxidasa, pertenezcan a una oxidasa aftemativa
que incluye un citocromo ¢y que se expresa en esporulacion. El andlisis de la cadena respiratoria de
esta especie bajo distintas condiciones de crecimiento y estados de desamollo parece interesante. Si
et andlisis filogenético separa a B. aneuryniflicus de los demds grupos de Bacillus, la ausencia de la
oxidasa caa; representa una evidencia fenotipica que habla de la divergencia de esta especie.
Separandota tanto dej grupo de B. brevis como def resto de los Bacilus.

6.3 El papel funcional de la oxidasa caas en los Bacillus,

El andlisis de distribucion de ia oxidasa caa; muestra que los cinco grupos que componen el
género la presentan, sin embarge, no es posible en este momenio hacer inferencias sobre la
presencia de la oxidasa y su relacion con el estilo de vida de los organismos que componen cada
grupo, debido principaimente a la diversidad de condiciones ambientales en las que s& desarrollan.
La presencia de la oxidasa caa: pudiera estar asociada & ofro proceso general dentro del grupo. La
relacion con el proceso de esporulacian no es muy clara, dado que en los casos de B. sphaericus y
B. aneurinolitycus no se detecta la expresion de la enzima, aun cuando el momento de cosecha fue
durante las fases iniciales dz esporulacion. Ademas, el andlisis de expresion de 1a oxidasa cadsen B
thuringiensis, realizado simuttaneamente en el laboratorio, descarta la relacion de estd oxidasa con
la esporulacion, sugiriendo que su expresion esta regutada por un mecanismo de represion
catabdfica (Hemandez F. tesis de maestria). E) caso de B. aneurinolitycus y el hecho de que la
mayoria de las especies conserven esta enzima, permite sugerir que la oxidasa caas es una enzima
caracterfstica del grupo de los Bacillus e importante para algin proceso relacionado con este grupo

bacteriano y que permanece indefinido.
La ampiia distribucién de |a oxidasa caas entre los Bacillus sugiere que ¢l grupo de genes

que participan en Su expresién y regulacion, estuvo presente en un posible ancestro comun a las
especies que conforman este grupo bacteriano, y que se conservo con st diversificacion. La idea de
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que eslos genes pudieran aparecer de manera independiente dentro de cada uno de los cinco
grupos, resutta improbable, dado que implica que eventos repetidos de duplicacion y/o transferencia
horizontal de genes debieron ocurrir dentro del género de manera independiente.

Castresana et al, (1994} proponen que una enzima con actividad citocromo ¢ oxidasa
dentro del grupo de los Bacillus pudo oniginar una enzima con actividad quino! oxidasa por un evento
de dupficacion génica, esta enzima posteriormente se distrbuiria entre los demas grupos
baclerianos por procesos de transferencia horizontat de genes. Entre los Bacitius explorados a la
fecha se revela actividad quinol oxidasa en &l complejo citocromo aas, si el planteamiente de
Casiresana el al. es correcto existe la probabilidad de que un complejo citocromo aas con actividad
quinol oxidasa en los Bacillus se haya derivado de una enzima con actividad citocromo ¢ oxidasa
como el complejo citocromo caas. E) andlisis de secuencia de las subunidades que componen estos
complejos permitiria definir una respuesta en este sentido, sin embargo, el numero de secuencias
disponibles es bajo y son pocas las especies de Bacillus de las que existe una caracterizacion de

sus cadenas respiratorias y oxidasas terminales.

Un mayor acercamiento en la determinacin del papel funciona! de la oxidasa caa: y su
historia evolutiva puede lograrse con el andlisis de su expresion en especies de Bacillus adaptadas a
cubrir fos reguerimientos que les imponen diversas presiones ambientales. Su busqueda en
especies de grupos bacterianos filogenéticamente relacionados, ayudaria a definir en concreto su
relacion con la esporulacion. Por otro lado seria preciso realizar estudios cinélicos y fisiclogicos de la
oxidasa caas en diferentes contextos, y analizar las diferencias de arboles genealdgicos, darivados
de la comparacion de secuencias de esta enzima, con ios arboles flogenéticos obtenidos por

comparacion de secuencias de RNA ribosomal.

Resulta interesante definir cual es la razén de gue la presencia de la oxidasa caas se
manifieste como un lema comin entre las especies de un grupo tan heterogéneo y diversificado

como Io es el de los Bacitius.



Apariado 1: Citocromos y cadena respiratoria:

Los citocromos son proteinas que transtieren electrones y que poseen un hemo como grupo
prostético. Su funcién redox esta intimamente relacionada con los cambios de valencia del hiero
{revisado en Thony-Meyer, 1897). La respiracidn tiene lugar en la membrana plasmatica y los
citocromos cominmente estan localizados en este compartimento, aunque también pueden ser
solftarios y méviles al través del espacio periplasmaiico, donde su funcidn transferidora de electrones
se complementa con la de otros citocromos unidos a la membrana. En muchos casos los citocromos
estan ensamblados en complejos enzimdticos muttisubunidades que pueden contener colactores no

hemo adicionales.

La quimica de los grupos hemo contribuye a las propiedades especificas de fos diterentes
citocromos, la estructura basica de este grupo prostético es la de un anillo de protoporfirina ¢con un
atomo de hierro que oscila entre el estado reducido Fe® y el estado oxidade Fe*. Las
modificaciones a la periferia del anillo en las posiciones Cz. Ce. Cs. y Cs definen la naturaleza
gquimica y penmiten clasificar al hemo en varios tipos {fig 2.8).

Fig. 2.8 Los hemos tipo A y O contienen una

- cadena lateral con un grupo hidroxielil tamesit
en la posicion C., la diferencia entre estos dos
fipos de hemo estriba en la presencia de un
grupo formil adicional en ¢ hemo tipo A en la
Herr 8 posicioh Ce H grupo prostético de los
ciocromos tipo b y ¢ es € piolohemo X, e

hempo B contiene un grupo vinil en la posicién C;

y un metil en la posicidn Ce. El hemo O es

esenciaimente un hemo tipo B en o que e

YAT’(A £
% N . grupo vinil en C; se substituye por la cadena
. .

| S o onom ! hemo tipo B (Svensson et al, 1993). El hemo

ridroxieti! famesil, lo gue indica que e Hemo

tpe O es un intermedianio en l2 sirtesis del
Heme © - €. o mesohemo, esta unido covalentemente a la
" apoproteina por dos puenles lioeter entre su
tadena lateral windl y las cadenas laterales de
dos residuos de asteinz condervados en la
gpoproteina. Bl hemo fpe D es una
divdreporfiing, donde los anillos de C del
tetrap:tro! estdn saturados (Jones 1975).
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Los citocromos se clasifican de acuerdo al tipo de heme que contienen. Los del tipo-a
presentan un hemo lipo A, e incluyen a las citocromo oxidasas del tipo a: y aas, los del tipo-b
incluyen varios citocromos b, a la citocromo oxidasa o, y a los citocromos P-450 y P-460, en los
cuales hay un grupo hemo B. Los citocromos de! grupe b parlicipan en cadenas respiratorias
aerchias y anaerdbias. En los citocromos del tipo-¢ se encuentra un heme tipe C o meschemo; el
cual se une covalenterente a la apoproteina por medio de dos puentes tioeter en las posiciones Ca
y Ca. Este grupe incluye a los citocromos del tipo ¢, ¢z, €5, G4, £, Csso, Cssry Csss. Los citocromos del
tipo-d contienen un hemo tipo D (dihidroperfiring), y agrupan a la citocromo oxidasa d'y al citecromo
cdh.

La cadena respiratoria:

En el metabolismo aerobio la ruta que va del NADH al oxigeno incluye tres grandes
complejos enzimaticos unidos & & membrana, cada uno de estos complejos actua como bomba de
protones impuksada por la transterencia de electrones (fig. 5.9)

« El complejo MADH deshidrogenasa, es el complejo de mayor tamafio, acepta glectrones del
NADH a través del grupo prostético flavin mononucteotido (FMN) quien reduce al primero de un
conjunto de al menos cinco centros fiemo-azulre por los que circulan los electrones hasta la

quinona.

La quincna e$ un acameador de electrones no profeico de gran movikdad dentro de la membrana, y que toma
temporalmente un protén del medio por cada electrin que écamea. La quinona puede manlenerse en dos estados de
reduccitn intermediarios, la fomna semiguinona con un solo electdn (CH1), y e ubiquinol (QH2). Los electrones que
reducen a la quinona también pueden provenir del FADH:. la Succinato deshidrogenasa catahza fa transferencia de
electrones de! succinalo a la ubiguinona, por lo cua el suctinalo es oxidado a fumarate. Asl, esta enzima cataliza una
reaccitn del ticlo de los Acidos tricarboxiticos. La Sucgnato deshidrogenasa es una enzima del complejo succinato O
reduclasa

» Desde f quino! fluyen los electrones al siguiente complejo enzimatico respiratorio, el complejo
citocromo ber o citocromo reductasa (por analegia a la cadena respiratotia mitocondrial es

llamado complejo 1li). La citocromo reductasa es un acarreador redox central en muchas
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cadenas respiratorias baclerianas, es una enzima compuesta por tres subunidades proteicas
con cuatro centros redox, dos de estas subunidades son citocromos, el citocromo by el
citocromo cs. la subunidad restante es una proteina fierro-azufre {Fe-S). juntas conforman la
unidad catalitica minima, complementada por otras cadenas polipeptidicas, que sin participar en
Iz catdfisis son imponantes para el arreglo y estabilidad del complejo. Este complejo oxida
quinoles y reduce acareadores electrénicos metalo-proteices, cominmente citocromos tipe ¢. Al
misme tiempo, dirige la traslocacion vectorial de protones contribuyendo a la generacién del
gradiente electroquimico a iravés de fa membrana {revisado en Thony-Meyer, 1997).

El ubiquinol (QH2) reduce con uno de sus electiones 2 la proteina Fe-S del complejo, ésta a su vez lo

transfiere a una molécula de citocramo ¢ libre. El ubiquinet entonces adopla la forma semigquinona (QH1). reducida por
una sola carga lectronica. La restitucion del ubiquingl se da a través del citocrome b, a partir de dos sermiquinonas. Este
proceso cierra et tido de la guinona.

El tercer complejo participante es el complejo citocromo ¢ oxidasa, quien acepta electrones del
citocromo ¢ libre y los transfiere hacia &l oxigeno molecular Oz con la consecuente formacicn de
2 motéculas de H20. Esta reaccion es el illimo punto acoplado a la translocacion de protones en
la cadena respiratoria. Las citocromo ¢ oxidasas pertenecen a la familia de oxidasas heme-cobre
debido a que ellas contienen hemo y cobre como cofactores (revisado en Thény-Meyer. 1997).

Succingo Fumaraio
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ADP  ATP ADP ATP ADP  ATP
NAlD i L HO
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NADH
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Fig. 5.9 Esquema general de la cadena respiratoria
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Los citocromos, los centros hiemo-azufre y los alomos de cobre pueden acarrear solo un
electron a la vez, no obstante, cada NADH dona dos electrones, y cada molécula de O- debe recibir
cuatro electrones para producir agua. Hay muchos puntos de recoleccidn y dispersién de electrones
a lo largo de la cadena respiratoria donde estos cambios en nimero de electrones son ajustados.

Aungue la funcién primaria de! sistema respiratorio es la generacion de una fuerza proton-
motriz que s utilizada para la sintesis de ATP, también tiene oiras funciones esenciales:

» Regeneracion del NAD+ a partir de NADH y al mismo tiempo la reduccion del exceso de
equivalentes reductores,

« Bajo ciertas condiciones de crecimiento et sistema respiratorio aercbio puede ser imponiante para
reduci la concentracion intracelular de oxigeno con lo que $é protege de daho a enzimas
sensitivas a Oz, como la nilrogenasa que fija nitrogeno molecular en bacterias fijadoras de
nitrogeno como Rhizobium sp. En casos como este la tasa de respiracion puede ser de mayor
imporancia para fa sobrevivencia que a eficiencia de la maquinaria de transtocacion de protones.
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Apariado 2; Oxidasas y cadenas respiratorias bacterianas:

Como ya se menciond los sistemas respiratorios bacterianos pueden ser considerabiemente
mas complejos que los mitocondriales, ya que en los primeros la cadena de transponte de elecirones
puede ramificarse a distintas oxidasas terminales. Ademas, las bacterias pueden utilizar un gran
numero de aceptores altemos distintos de! oxigeno, como son €l nilrato, nitrito, sulfato, y fumarato;
mientras que en la milocondria el aceptor final exclusivo es el oxigeno. La cantidad especifica de
cada oxidasa presente en la membrana de una célula bacteriana, en un momento dado, esta
determinada directamente por las condiciones o estadio de crecimiento.

Algunas oxidasas terminales reciben elecirones del citocromo ¢y se les denomina citocromo
¢ oxidasas, mientras que otras los reciben de grupos quinol y son quinol oxidasas. En organismos
procariontes existe una ruta attemativa en el transporte de electrones de! quinol al oxigeno. Esta nuta
prescinde de! pasc de los electrones a través del complejo ciiocromo e Las quinal oxidasas
aceptan directamente los electrones del guinol y ios usan en la reduccion del oxigeno molecular.
Esta ruta es sin embargo menos eficiente en la produccién de energia. debido a que el acortamisnto
de la cadena propicia que el complejo quinol oxidasa sea et lnico sitic de translocacion de protones,

a diferencia de la via be:-c-a4s. en la que hay dos sitios de translecacion acoplados.

Las secuencias de aminodcidos de crlecromo ¢ oxidasas y una subclase de quinol oxidasas
son homdlogas (Chepuri et al,,1990). por ke tanto son agrupadas juntas en la misma superamilia de
“citocromo oxidasas” (Saraste, 1990; Saraste ef al 1991a). En eubacterias existe oira subclase de
quinol oxidasas que no tiene homologia con esta familia, el complejo citocromo bel, presente en
Escherichia cofi (Green et al, 1988) y Azotobacter vinefandii (Moshiri et al, 1981).

Los miembros de la familia de citocromo oxidasas son complejos multisubunidades unidos a
la membrana celutar. Las enzimas eubacterianas son las mejor conocidas y consisten de tres

subunidades principales:
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Subunidad | {Cox 1): Es la subunidad de mayor tamario, en una ciocromo ¢ oxidasa tipica.
Cox 1 consiste de 12 posibles helices transmenbranales. La reduccion del oxigeno tiene lugar en un
centro bimetdlico compuesto de un hemo de alto spin y un sitio de cobre {Cus) Este sitio activo se
une a Cox 1 por cuatro histidinas. Cox 1 tiene otro centro hemo de bajo spm, involucrado en ta
fransferencia intramolecular del electron, este centro esta coordinade @ dos histiginas. Es esta
subunidad la que cuenta con ei canal conductor que posibilita el bombed de protones que contribuye
a la generacion del gradients elsctroguimico. Los tipos de heme presentes en Cox 1 puede diferir
entre distintas especies, Los hemos A, B, O y D pueden encontrarse en distintas combinaciones en
cualquiera de los sitios, et de bajo o el de afto spin, ain entre enzimas COn secuencias muy
simitares. Esta subunidad se caracteriza por poseer una ala similtud de secuencia entre los
miembros de la superiamilia de oxidasas. Las 6 histidinas que unen los centros redox estdn
completamente conservadas en todas las secuencias disponbles y son altamente diagndsticas de la
familia. En la quinol oxidasa de E. coli, €l centro bimetdlico contiene un hemo O y el otro centro

redox &5 un hemo B.

Subunidad It {cox 2): estd anclada a la membrana por dos posibles hélices
transmembranales. Contiene una regidn hidrofilica expuesta. que en el caso de las citocromo ¢
oxidasas. se piensa que es el sitio de interaccién con ef citocromo ¢. Un centro redox Cua esta
localizado en un dominio cupredoxin v esta invofucrado en la transferencia de electrones al sitio
bimetalico active de Cox 1 {Adman, 1991; Van der Oost el. al., 1982). Dos cisteinas dos histidinas y
una melionina son lps ligandos de esle centro cobre (Kelly et al. 19893). Cuatro de estos
aminodcidos estan ausentes en las quinol oxidasas. lo que se correlaciona con la carencia en estas
enzimas del centro Cua. La comparacion de la secuencia de esta subunidad en distinlas especies
muestra que la proteina tiene un nivel de conservacion menor al 16 % (Arredondo-Peter ef al, 1391).

Su papet es proveer a Ia enzima de! sitio de unién al sustrato, el citocromo ¢.

Subunidad i {Cox 3): En la citocromo ¢ oxidasa de P. denitrificans esta subunidad presenta
7 posibles helices transmembranales, pero este nimero puede ser inferior en olras oxidasas. Su
funcion ain no se conoce con exacliud pero se propone que lenga un papel en el ensamblaje del
complejo (Haltia ef al., 1991) (revisado en Castresana et. al. 18594).
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La oxidasa de eucariontes puede constiluirse hasla de 15 subunidades, tres de estas
subunidades son homdlogas a sus contrapartes eubacterianas. constituyen el grupo catalitico y son
codificadas por €l DNA mitocondrial. El resto de las subunidades son nuclearmente codificadas y
pueden tener una funcion reguladora o estructural {Kadenbach et al, 1991).

Entre las muKiples oxidasas que presentan las bacterias se encuentran las de ios tipos aas,
caas, d, 0, bb, cbb. etc... las cuales difieren en su afinidad por el oxigeno y su senshbifidad al cianuro
(Escamilla, 1887). Ademds, las oxidasas terminales de bacterias pueden ser quino! oxidasas
{presentes solo en bacterias), o citocromo ¢ oxidasas.

A continuacion se presentan algunos ejemplos que ilustran claramente la diversidad y la
complejidad de composicion que puede encontrarse en cadenas respiratorias bacterianas.

Escherichia cofi, tiene la capacidad de expresar dos diferentes oxidasas terminales en su cadena
respiratoria, el citocromo bd'y €! citocromo bo, ambas enzimas son quinol oxidasas. La expresion de
una u otra oxidasa esta en funcién de ta tension de oxigeno imperante en &l madio en el que la
bacteria crece. El citocromo bd tiene una afinidad por axigano superior a la del citocromo bo y se
induce su expresion cuando la tensién de oxigzno en el medio es baja. es decir en condiciones
microaerofilicas. La oxidasa bo s¢ expresa. por el contrario. en condiciones aerdbicas, es decir,

cuando la tensidn de oxigeno es alta.

Rhodobacter sphaercides es una bacteria que puede crecer aerobica. anaerébica o
fotosintéticamente. Tiene la capacidad de expresar tres distintas ciocromo oxidasas en sy cadena
respiratoria. Dos de estas oxidasas utilizan ferrociiocromo ¢ como sustrato y una de ellas utiliza el
quinol como substrato (Hosler et al. 1992; Garcia-Horsman ef al, 1994). La citocromo oxidasa aas
es predominante cuando la bacteria se crece en altas tensiones de oxigeno (Hosler ef al, 1832) y la
cilocromo oxidasa chb se expresa en condiciones microerofiicas y fotosintéticas (Garcia-Horsman et
al, 1994). Ambas enzimas son citocromo ¢ oxidasas. La oxidasa bb es una quino! oxidasa y se
presenta en condiciones donde se ha perdido ¢l complejo be-. abteniendose bajo estas condiciones
suficiente energia de la cadena respiratoria para sostener el crecimiento aerdbico (Yun ef af, 1880).
Este esquerna basico se encuentra en ofros especies bacterianas como Bradyrhizobium japonicum
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{Boti et al, 1992); Rhodobacler capsulalus, que no presenta cilocromo oxidasa aa; pero si contiene
las oxidasas bb y cbb (Gray et al., 1934).

Rattic ef al. (1990) reporian que el genoma de Paracoccus denitrificans contiene un segundo
locus que codifica para la subunidad | (Cox I) del ciitocromo aas. La similitud entre los dos genes
para Cox | {ctaDl y claDli), y el hecho de que el nivel de cilocromo aas funcional, expresado despugés
de la delecidn de ctaD!, es inalierado, llevan a estos autores a sugerir la existencia de isoenzimas de
citocromo aas en P. denitrificans. Paracoccus denitrificans presenta un patron de expresion similar af
de Rhodobacter sphaeroides. sin embargo, en esta especie 1a quinol oxidasa es del tipo ba {Ludwig,
1992). Cvando Paracoccus denitrificans se crece en presencia de alta tensidn de oxigeno expresa
una cadena respiratoria muy similar a la mitocondrial. A pesar de la simplicidad estructural de la
enzima de Paracoccus, se le relaciona funcionalmente con la enzima mitocondrial, tanto en sus
propiedades oxidativas como en a translocacion de protones. Se piensa que este organismo puede
estar estrechamente refacionade con el posible ancestro de la mitocondria {John, 1987).

Los citocromos ¢ Se encueniran en casi lodos los géneros bacterianos. con la excepcion de
algunas especies como Pseudomonas syringae, y Salmonella sp., que al parecer transfieren los
elactrones directamente del sistema quinona-citocromo b hacia la citocromo oxidasa. Bajp
condiciones aerdbicas las cadenas respiralorias de las baclerias  quimioheterdtrofas,
quimiolitdtroficas y fototréficas faculiativas, contienen varios citocromos b, dos o mas citecromos ¢y

por lo menos una citocromo oxidasa.
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