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SUMMHARY

A élear euplanation for the inacfivatidn of bﬁe_foréspuﬁe
respiratnﬁy system of Bacillus species duwing late _Sporulatiun
stages Cim sfill';acuing. Our sfudiés_iﬁ_gL_'&éréus showed  that
dbEmant' .ﬁques . still contain good levels  of | functional
dehydrogenases anﬁ cytochromes.

o Hetre evidence is presented.suggesting that fhe inactivation
.Df. fhe 'fbﬁegpnre 'reépifatnry éyétem cbﬁid'be.due to a major
decraa%e in the content of endogenous menaquinoneiZHmetnyl o
farnesyl digéﬁanyl 1,4 nabhtnquinmne, MI<—-73 it can be rastared
kNébH;cx¥désg)_.b;' Ehé éddifion of menpaquinone analogs Sueh as
menadione VWitamin HKxj Z2~methyl—-1,4 naphtoguinone) . Thus,
electron flow in the darmant spore 15 arrested &t the
menaduinone level.

. Duttring Qérminaticn, the capacity for NaDH  aridation ig
restored -and it is ac:mmnénled hy a significant 1nacrease in the

menaguinone levels.



RESUMEN

ND_ axiste wna explicacion satisfactoria de como ocurre  la
inactivacieon del sictema respiratorio (5.R.) de la endaospora en
gatiilus. Los estudios previns demuestran que las esporas
latetgs contienen nmiveles eelativamente altqs de deshidrogenasas
y_cifocrcmas.

En =2l presente trabajo se sporta evidencia gue 1ndica gque Ia
inactivacién del S.R. de la endospora se debe al decremento an
21 cuntenjdo_qE menaquincﬁa ( 2-metil I farnesil digeranil L,4—-
haffuquinmna, MQ—?); por 1o que el.flujm de electrones en la
espora latente esta detenido a nivel de MG, Es posibhle
reconstituir Ja actividad de NADH oxidasa, en una prerparacion de
membiranas, por la adicinn de menadiona (2-meti1l 1,4 naftoquinona,
an&dlogo de HQ).

Cuando 1a germinacidan de la espora se lleva & cabo, la
capacidad para oiidar al NQDH s2 regenera paralelamente a wn

incremento significativo de la concentracion de Menaguinhona.
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INTRODUCCION

Los eventos por medio de los cuales una bactgria pasa a see
una espora; gue posee una baja o nula'actividad metabdlica, sSon
sumamante compledos. Dichos eventos consisten en una serie de
camblos morfologicas, Tisinlogicos y'bioquimicos gue capacitan a
la-éélula para resistir condiciones ahbiéntales eutremas.

Aungue desde hace casi un sigleo se ha venido estudiando el
mé:anismc de la latencia vy de.cumo.se preserva, se puede decir
‘gue no se entiendan todavia los eventas bioﬁu1m1cm5 necesarios
due acampéﬁan la maduraciﬁn cde la espotra vy suU mantoenimiento  en
urn - estado gque s puede ccnsiderar como  programado para la
germinacién.

El proceso de diferenciacion n la espora estda relacionado
con zl metabolismo ouxidativo. Al inicio de la esporulacion,
cuando_ ia fuiente de carttono Termentable =se ha agotado, fa
glchlisis se detiene v la célula espaorulante daepende por
completo del ciclo de iErebs ¥ de la regpiracidon (Freeses, 1531).

lLa etapa EEQErulante se caracterica por wna alta acbividad
metabdlica actividad, para proveesr a la espora en Tormacién, de
Ine conotituyenies que le permiten Tormar una estruchtura iatente.

'L$ mélula e;pdrulénte esta constituida por dos compartimaentos
perfectamente diferenciados morfoldgica y biloquimicamente, que
son la célula madre‘y la endospora.

Como se menciond anteriormente, la célula coiporuiants gdepende
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energéticameﬁte del ciclo de bkrebs v de la respilracion,siendo las
mayimas actividades an las etapas iniciales de ia
espnrulacidnf For siemplo, la actividad de la NADM oxidasa Tué de
3§D noramos atomo de 2/ min/mg proteina, la THPDnmxidaﬁa fué de
122 nmoles de DCFIF Feducido/miﬁfmg proteina, asi mismo la
deshidvngenasa de  HMADH tuva su nivel més aito que =< de 300.

nmales de Diclorg fenaol indofenal (DCFIFred) /minsmg proteina. Las

concentraciones de los citocromos estubieron entre 0.07 vy  0O.1

nmol/mg proteina. (Escamillayet.al. 1284). Eztas actividades
reEspitatorias son las més altas gue. se pusdern encontrar para el
Sistema Respiratorio er la célula esporulants.

A  partir de t=, (ipdica 5 horas Dosteriores al inicieo de Ia
esporulacion), =s posible separar y puriticar los compartimientos
de la celula ﬁadﬁe de la endospora y med:ir las actividades
respiratorias asociadas a  cada tipo de membrana. Cuando 1=
midieron las actividades del Sistema Respiratorico asogiladoas a
estas  membirranans, sE gbservd gque la actividad de NADH oprideasa ge
las membranas de la endospora cayvé bruscamente a partir tu.s=,este
descenso llegd al nivel mas bajo en las membranss de la g5pora
madura {la actividad cayo aproximadamente 20 voces? sver fig.l v

Tabla 1. {Escamilla, e£t.al.,1986). For aotra parite el decremento de

la aclbividead de ThHFL-oxi1dasa Tue considerablemente mesnor vy ae
pucde decir gues s manbuvo constante &  la lLargo de ia

espoarulaciaén vy adn &N la espora latente. Ern el caso de la NADM
deshidrogenasa, €sta cayd practicamente a la mitad en la espora

cen respecto a la stapa mzporulante  Zto_ o,
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TABLA 1.  COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES, RESPIRATDRIQB o

ESPECIFICAS % CDNCENTRQCIDNES DE CITDCRDMDS DE LAS. Espoﬁﬁs .

LATENTES - e CELULAS ESPDRULANTES Tz DE ac1;1us ceceué. }74fg‘

a; EE act (é{?"

ENSAYO  ENZIMATICO: - ;Endnspnras;ﬁ Réiacion

.Umiﬂoﬁﬁedgépégésa; L
NADH 140 0.46
'Dxldasagf'm” A _
NADH . 350 e S .05
'As:u»hatnéTmpn 120 ‘ss ' 0.4B
Citocromos: (b)
aa= S P 4 .05 0.71
L bBmem= 0,36 T Q.27 0.75
Crmmor ] Q.27 (.:'- =22 G.81
o-CO 0.120 0.10 0. 8%
ax—CO Gy ld Q.07 0,70
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(a) Las actividades especificas de las oridorreductasas v de las
oxidasas estan expresadas de la misma frorma gue en la fig.1.
(b)) La concentracion de los citocromos esta expresada como

nmoles/mg propteina.



31 observamos ahora ei comportamiento de las maembranas de la
célula madre, ze puede notar gque las a;tividades ‘de oxidasas,
tanto de NADH coms de THPD cayveron de manera paulatina. MADH .
uu;dasa cayd sde Z500 a 250 y la THMRPD aosidasa & de 290 a 200. D
la misma fotrma, loas niveles de la deshidrogenasa de NADH bajaron
de 400 a aprowvimadamente 20060,

A partir de estos datos se puede sugerir que eniSté- una
inactivacian del GS.R. del esporangio  gue _ccurhé dg manera
diferencial. Es decir, el decreamento de activ1daﬂ_ respiratoria
esta estrechamente relacionads al madio émbiente qué rodea cada
compartimento ¥y a sus caracteristicas intrinsecaé.Cuéndﬁ la espora
asg téﬁalmente madura, la  actividad respiratoria se da ‘en S
minima expresion, precigsamente CDmD-PESUthQD de un ﬁﬁoceén cde
inactivacion especirtico.

. A pesar de gque a partir del estadio ta, la concentragion de
coenzimas rFeducidas es muy baja, 1o que podria ser suticientw
para mantener nula la actividad Peﬁbiratmria, (Setlow v Setlaow,
1977a), Nno parece ser Gue 1a baja la baja actividad de oxidawion
dél NADH s déba solm a la carencia de sustratos.

Se puede considerar gue la calda en la respiracion de la
espora  £% un proceso de inactivaciﬁn poraue culandd He @alslan
las membranas de la mspora, estas son incapaces de owidaer ol Habhi
éunque' mantengan niveles relativamente altos de los componentes
de la - cadena (Cmno la  MNADH deshidrogenssa cilbooronss) ,
(Escamillia, et.al.,1984).

Lo gue s& pusde suponer es gque falta la congccion entre la

=
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NaADH deshidrooenasa vy los citocromos en las membranas  de las

espotas  maduras. Emn particular, porgque cuando las esporas

germinan la actividad de NADH oxidasa se i1ncrementa  de manera

importante. E=zto no se medifica por la inclusitn 21 medio de

germinacion d& wun inbibidor de sintesis de proteinas  (Milkinson,

et.al.,1977).

£Zn la germinacion, los piridin nucledctidos reducidos aumentan
vy por lo tanto se gengra sustrate para la cadena.

Coan estos datos en mente cabe preguntarse: J0ud sucede en las

mzmbranas  de las esporas durante 21 proceso de maduracion de  1a

endospora, para gue la actividad regspiratoria destcienda hasta 20

veces sin gque los :ohpmnentes, ‘como ia deshidrogenasa de NADH v

lows citocromos cambion notablemente su concentracion?

fFuede eptonces plantearse un mecanismo de inactivacion gue

preferentementes ocurtra en la endospora, pste mecanismo hace gue

al final de la esporualaciadn la  wmaspora madura  practicamente

S carezca de raspiracion, lo cual contribuye fuertemente a mantensr

2l estado ciriptico de la espora.

Cuando la germinacién se lleva a cabo, tambien surge la

pragunta  Lcomo @curre 1a stbita reactivacion del S.R. 7

Antes de abordar el profiema &z o fonds v plansear  la

metodelogia y los resuivados abtenidoz, es conveniente enplicar

los eventos por los cuales una esSpora  ©e prepatra  para La

germinaciéen ( es decir, el proceso de maduracidn) vy por otro lado

hablor ot manera  general de los Siostemas Respiratorios

Bacterianos, tal qgque podamos conjuntar ambos antecedenteas hacia



2l preblema de la inactivacion del §.R. en la endospdr*a.



ESFGRULACION

La esporulacian s _ha_ dividido arbitrariamente paré sS40
Eétudio en wna wserie  de etapas que involucran cambios
fisimlégi:os y bicguimicos. DBichas etapas abarcan désde'el final
del crecimiento vegétativo, que coincide con el 1nicio de la
esporulacidn, hasta la liberacion de la espora madura o latente.
En las primeras etapas, desde te hasta t= ( b, indica % horas
posteriocres 4 la esporulacidn), se lleva a cabo Te .fmrma:imn
vigsible del compartimento que.conetituira la Repora. A partir de
este momento, s@  producen  leos cambilos que  conducen  a la
maduracién de ésta, como la fcrmacidn de la cortera, cubierta vy
siﬁtgsjs_de moléculas especificas para la latgncia. L. maduaracion
cofregpanda derl estado ta hasta la liberacien. En este pProcesc
la espora acumula varios tipos de moléculas de diversos tamafios
auhque la actividad metabolica es=s nula, ésto  debido a la
deshidratacidn del protoplaste v a la acumulacidﬁ masiva de
calcin.

Al final del crecimiento vagetativo se terminan ios
nutfientes de rapida utilizacion y se inducen el ciclo de Hrebs y
la esporulacion, la espora en formacion depende, por tanto. del
aporte -energgtico de la. regspiracion. El recanhic de proteinas
durénte esta etapa es muy alﬁo. pues algunpas enzimas especificas
se sintetizan mientras otras propilas de la Tase wvegetaltiva oo
inactivan y/0 =se degradan,

A medida guo la maduracion de la espora  se produce, los



cambios, en el patron de proteinas en los compartimientos de 15
celula madre vy de la endospora. Se sabe gue la cendospora
tiene proteinas del transporte de ele:trones W bara el
metabolismeg de aminoacidos ( por sjomplo, la aspartasal qué no

se encuentra en fa cdlula madre.

Far aotra parrte una cantidad relativamente grande de proteinas
en la esporsa latente son las proteinas de bajo peso molecular vy
splubles en medio dcida (EASF) (Setlow, 1981). Estas proteinas no
estan presentes en las células en la fase de crecimienta ni en
‘las primercs eventos de la esporulacion, sin que se sintetizan
en | @l estado ta, siendo =Yh| sintesis controlada
transcripcionalmente. Las SMSF @se degradan en los primero minutos
de la germinacion y los aminoacidos producidos pueden sostener

.21l metaholismo energético y la sintesis de proteinas.

No s claro si la registencia al calor depende de La
farmacion normal de la carteza, o qgue produce deshidratacion del
prctbplasta o de la produccion del complejoe ECo~dipicolinato
(Figgot v Coote, l976). Algunos reportes indican que la produccion
del dipicolinato ss esencial para la resistencia, pues  mutantes
carentes del complejo son termosensibles y cuando se les permilc
espnrqlgr. 2n prasencia de dipicol?nata recuperan la  resistanoia
(Balasa,et.al.,1979). También S ha propuasto que el
dipicolinato de calcic estabiliza ciertas enzimas vy al DNA contra
la inactivacion por calaot vy otros agentes (Murrell, 198L). Lo que

Se conoce coan seguritdad es aque ambeos mecaniTmac ¢ la



dashidratacicon v la formacion del dipicolinataol mantienan 1a
iaten;;é. |

lLa deshidratacion =g regula por el estado lfisico ‘del
peptidagiiéano cortical cuyas dimensiones tesponden al ambiente -
imnico. E£1 peptianglicano se hincha o contraes, depﬁndiandm_de 1o
contraiones cercanos, asi la expansion de la corteza crea presion
sohre el.protnplagta deshidratado (Bworkin, 1285) . Por otio lado
Ia quelacion de componentes. por &l dipicmlinatu y porr cationes

(Ca®™*) egtabilizan @l sistema en una matriz inssoluble.

5i la espora maduras ce expenes a las condiciones adecuadas (&n
presencié . de nucledsidos o aminoacidos) se produce la
gEPMinacidn, la cual convierte é Linia espara iafenté en.una céluia
aﬁtiva. El proceso en términos generales, g2 ha dividido en:
activaci®n, germninacidon yv desarrollo (Dwoarlkin, 19285).

La activacidn es el condicionamiento reversible de la espora
pare la gersminacion, no parece Lnvalucrar metabolismo v consiste
aparentemente en cambinos en la contiguracian de fas moleculas por
la sntrada masiva d= agua.

E1l primer paszo irreversible en la conversion de la espora  a
una Célula vegetativa ez la germinacion. Esta va acompafiada par
wna  rapida degradacion de varios tipos de moleculas, pErdida de
1a. resistencia  al cator v el incremento de la permeabilidad
celular.

La germinacidn e defTine arbifrariamente como 21 periodao  en

2]l cual ocurtren los eventos gur se mantisnen  peore Tas resoryviac

Loy



endogenas de la espora.

Fuesto gue la actividad metabolics empieza casi en les
P imeros minutos de lae  germinacion, se puede esperar gue
cmhpuestoa de alta energia aparezcan 2n este tiempo. De hecho en
B. megateirrium, s£ ha abservado la acumulacién de ATF, NADH, NADFH
y RAeetil CoA durante los primeros minutos del proceén. éin
embargo, se ha sugerido que la producciadn de estus compuestos Ro
g2 esancial para algunos evenios iniciales de la germinacian. La
furmacidn de ATF en la ecpora se lleva & cabo por 1=
fosforilacion a nivel de sustrato y la oxidativa a partins de
reservas endogenas de l1a espora (Setlow y Setlow, 197/cr. Estos
evantos. esté&n relacicnados con un rapido consumo de oirigena  en
10; primeros_mlnutos de la germinacién.

La principal Tuente de energlia con gque cuentan las esporas BS
el Z-fosfoglicerato (3-FGA), 2l cual es abundante en la espara v
desaparece en los primeros minutos de la germinacidn, 21 una
serie de reacciones gue ocurren aln en pgresaacia de inhibidores
del metabolismo osidativo v de inhibidores de la zsintecsis de RNa
o profeinas iSetlow v Fornberg, 1970 br. £1 Z2-FGA pusde passit 4
piruvato v este reaccionar con CoA para producis acetil ComR vy
noder ceduckor en forma de NADH.

lLa uwutilizacion de Z-FEA Yy La acuwnulacidan dee ATEF  san
inhibidos par fluoruwro,el cual es potente iﬁhibldur de la
shnolasa. (Sptlow v HDPanPg,lQ?ﬂa),

Una segunda fTuente de encrala endonena sor los aminoacidos

genarados por la degradacion de las proteinas SHABP. Los

11



aminuacidoa s2 axidan para dar MADH dentro de los primeras 20
minutns del wmvento (Jetlow v Frimus, L5%75). | :

Se =sabe, por otro iado, qua.en la espora geraminada el flujo
de catrhbono ocurre por la via de Embd@n~”@yerhof"PaEna$ Yy BN menpr
medida por la wvaia colateral de lag henosas fosfato.

A pesar de que 1 ciclo de Frebs no es funcional durante la

germinacidn  y el desarreollo, las esporas contienmsh, adn en la
forma latente, LN sistema respiratorio (8.F), el cwal se
imactiva durante el proceso de maduracion de la - endospora

(Escamilla, gt.al.. 1988 v activado solo durants 1a germlha:idn
(Seto—-Young y Ellar, 1?79; Wilkinson, et.al.,1977). Un
componente de la -fmsfdvilacicn gxidativa que podria activar
despuéé de la germinacion es la HTATFasa (Seto—-Young, 1979). Sin
embargo, en Dtrps trabajos, no e repottta haber encontrado
activacion de esta gnzima (Dills y Yary, L1978).

For otro lado, a pesar.de la controversia inicial sobre la
existencia de citocromos en la espora latente, se han encontrado
niveles Pelativémente altos de citocromos, le cual hace dificil
entender el procese de inactivacidn de la NADH oxidasa. Los
citocromos | que hap sido. identificados son aax, b, ooy fue 38 log
cuales SON capaces dé complefar =su ciclo redan con’ el  uso. de
donadores aﬁfificiales {menadial, ascorbato—-THFD, etc.)
(Tochikubd,l??i; Wilkinson ¥ Ellar, 1975:; Escamilla,
et.al.,19848).

En varios estudios - con inhibidoresz =& rarn Sugeeido

diferencias funcionales entre las enzimas en las membranas de

e



espora Yy las cortespondientes a la. célinla vegetativa. Sin
embargo, dichas diferencias no se han definida (Bahnweg v
Douthit, 19755 Wilkinson vy Ellév,'l??ﬁ). Sa pienéa ademas que los
fosfolipidos de la membrana patticipan en Lan mecan i sma
desconoctido de reparacitn. Se Ccres gue las.membranas de 1a esporsa
latente estan defechuosas vy en =1 momento de la germinacidn
oocurre la repalracitn posiblements de los fostolipidos, la cual no
requieres la sintesis de proteinas v =s inhibidd parcialments por
HCM (Wilkinson, et.al., 1977).

Com respecto a les piridin-nucledtidos v sulfhiderilos, seho=s
se encuentran  en la espora latente en forma oxidada y 1las
especies reducidas  son generadas en los primeros minutos de  la
aerminacidn (Scatt.Qb.al.,197B; Setiow ¥ Hmrnberg, 1970 a; Setlow
v Setlow, 1977b). La reduccion MAD v MADF  depende en gran parte
de ilas resebrvas del ZI-1PGA, aungues parte del NADRDFM se fTaorma por 1a
frnatorilacidn del MAD presuyistente gn la espora.

L.a Cof ouidada se en;uéntra formande wn complejo con
ﬁrnteinas 2r la espora latenﬁe (Cotlow v Setlaw, 1277 a,cl). E1
enlace disulfura formado en el complejo CoA-S5-Froteina es roto
dentro de los primeros minutos de la germinacion por un sistema
encimaltico Cung reduciasar) © sunprements pROr el antecrcambdbio Ccon
glutafiﬁn Pedﬁcidm, Aunque ne aF-13) %idﬁ detecbédo& comp lejos
glutation-praoteina en las esporas (Cheng ek.al., 1973 Setlow v
Setlow, 1977c) . S2 gcugiere dgue 81 caomplejo LoA-BS~-Froteina
participa en &1 mantenimiento de la latencia, entre otras cosas

por mantenar los niveles de CoA libre muy bajos.
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MACROMOLECULAS.

Frateinas.

Aungue no  hay sintesis de proteinas en la  espora’ latenﬁe,
dada‘ gue la espora latente contiene ribosomas defectu0505, ios
cuales detienen =] proceso, ademas de ne euzistir @mensajeros
estables. El aparatae biosintético es activo en laos  primeros
minttos de la la germinacion pero posterior a la sintesis de
RNA._ En e} periodo comprendideo entre ia gewminacidn- y el
desarrollo, aunqus es preferentaemente degradativo, se sintetizan
vafias proteinas, siendo -esta sinteasis control ada
Ltranscripcionalmente. En;sten prntelnas.pnevias a la sintesis de
mensajewns,(posiblemente almacenadas) porr eiemplo, protelnas
Fibnsnmalee,' del metabolismo de aminoacides v nucleotidos, las
involucradas en el catabolismo del carbono ¥y las asociadas a  1a
replicaciom  del DBNA (Setlow, 1273; Setlow y Fornberg, 1770b).

Ademas de la =intesis existe una rédpida degradagidn de las
proteinas de la esgpora latente en los primeros minutas de la
germinacion. La actividad proteglitica es independiente de ATF,
éimtEEis de proteinas y RNA (Betlow, 1?75a,b,c, ).

'RNA;

La=s BSROoras, a diferencia.de otros sistemas tataentes. [aY]
almacenan RNA mensajeoros. La evidencia consiste en que gue toda
la sintesis de proteinas se debtiens durante la germinacien y el
desarrallo si las esporas se perminan en presancis de inhibidores
de sintesis de RMNA (Sakakibara, egt.al, 194650, Aunoue se  pliensa

14



que la sintesis de los mensajeros funciocnales empieza @n los

prameros minwtos de la germinacidon.

Qﬁn. con la infﬁrmacicn precedente permanece la pregunta de
Zque eé la latencia?® La re:puegtq 2 sumamente complejia pues nhay
uné éeéie dé .eQentos gue pueden causar en conjunto ia baja
actividad metabalica: deshidratacidn del protoplasto, fmrmacidm
'dE 'que1at05 con calcio vy Acido dipicolinica | la caida - en la
actjﬁidaq ﬁe%piréﬁoria Y _d;sm;nuciﬁﬁ de suétratmsé piridin

nucledtidos reducidos, CoA libre,etc.

En el contexto del metabolismo axidativo, la regu;acidn del
Siétemanﬁeﬁéiﬁatmfio. Jﬁega.uﬁ pépei_égnﬁfal.en al mantenimienta
der  la activigad metabolica. Durante la latencia su inactivacion
debe ser mantenida para evitar el consumo de enetgla  almacenada.
Durante la germinacion, la reactivacidn se manifiesta,entre obras
COsas, gracias & un gradiente protén motriz qQue puede ser

utilizadeo para diversos procesos gue se llevan a cabo.



SISTEMAS REGFIRATORIOS EACTERIAMNOS

Los  sistemas .PespiratohiostS.ﬁ.) pacterianos Pesﬁltan 5@ﬁ
Eumamente.complejos, su ezpresién depende de Tactores ambientales
y de la capacided del microorganismo para oxidar sustratos
organicos  © sgnwgan1cms =N presencia de oxlgeno nolecilar U obtro
.aceptor ftinal. Todos &11los conpatten la caracteristica de
encontrarse en la membrana plasmaticsa de las hacterias. Estan
constituidos pbr componentes, gque al igual que en la mitocendria,
se encuenfran acmmddadoﬁ de acusrdo a s pmtencia; Pédux,
empezando con uﬁ stitstrato reducido (quo pueds pravenir e
reacciones metabdalicas), de bajo patencia} hasta llegar Al
aceptor qﬁe es el mas electropositivo, con la concomitante
liberacidn de enargla libre. s mismo camparten :la
caracteristice de tener sitios de acoplamiento, aunque estos son
variables vy dependiantes del tipo de cadena de que se trate. Fero
debe  deciirse que para alglnas oiidasas bacterianas no se sabe
con certera si son O no sitios de acoplamiento. (Jones, 1987) .

'.Pur ot+re lado, los B3.R~. bacterianos contienen componentes
adicionales como las managuinonas, entre otros, que generalmente
se encuentran  en las bactarias gtam {(+) en  lugar de 1la
ub}qq;nmna de la caderns. (Haddock y Jones., 19770 .

lLas cadenas de transporte pueden ser ramificadas a difetrencia
de la cadena Unica de la mitocondria. Esisten varias rutas
alternativas on la célula v se expresan por la influencia de

Tacttores oy harnos.
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Fuede hacorse una clasificacion de los diferentes tipos de
sistemas respiratorios bacterianos: {ver Tigura 2 7. (Haddock y

Jones, 197737 Thauer,1977).

1.- Resgpiracion asrebia en gquimicheterotrofos y fctﬁtrofos
facultativos, los cuales usan principalmente como sustrato
m#idable MADH, succinato o metanpl y al okigeno molecular comb
aceptor final.

Z.- Respiracion anaerobia en guimioheterdirafos faculiativas
y . anaercbhiocs estrictos. Puéden reemplazar al Oz con  aceptores
alternos como Tumarato, nitrato, nitrito, sales de azufre vy de
Fe*-+, L=, aiido de trimetilamina,eftc. En términos generales las
cadenas anagrocbias contienen bazicamente el mismm tiﬁw _de
acarreadores redod excepto las citocromos oxidasas que son
reemplazadas poi reductasas especificas.

e~ Respireacion de guimiolitotrofos (Guimicautotrofes). Este
tipo e micsoorganismos onidan principalmente sustratos
inorganices usando al owigeno coma el aceptar mas importante,
aungue pueden usar MNDw—, Los donadores mejor caracterizades son
Ha, algunos compuestos de azufre, nitrogeno, Fe*™* w CQ. Las
cantidades de ATF que pueden producirse en estos slstemas es muy
variablé oon YEirminoes generales se producen cantidades . menorss

de ATF que on otroc tipogs respiratorios.
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Succinato

1o~
Fh. g
NADH ~ Ep.Fe-g - Quinﬁnas_w'citmcrﬁmms - %‘Dé
o CQuinena
Het_a\nol'_.
.'.ND:?
ﬂn;#efﬁ'
é. Nﬁbﬁ ; Fﬁ-#é:é'; Qg;néﬁéé-;”éifﬁéramog
IR ,Fp..ll"t;.“*s__._ o hoam _
:_Fgmahétb.. R |
- H= R S T Fame
Fp.F'E!a.—S _ A : el
- NA&H - Fp“Fé"S Q.Qulnnnas -— Ciéméﬂamms — ¥ Ox
| b
.o
Fig.2 . .Tipus trespiratorios Dacterianos.
GQuimicheterédtrofos v Fototrofos facultativos.
Vﬁqimipheterétrcfds Canserobios ¥ facultativos.

Quimiclitétrofos. (Jones, 1983,
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Respiracidan Aerobia. (Jones, 199%: Haddock y Jones, 19775

‘Knowles, 1230) .,

Compaonentes de la cadena.

= e Flavnprutelnas. Eétén cdnstituidas.pqﬁ.ﬁna aﬁmﬁroteina-da
taﬁaﬁo variable a la que se une el grﬁpm bfnstéfﬁcq qhe puesede ser
FrM & FAD.

Ambas flavina; transpmhtan'dds hidrﬁgehus'én su - ndcleo de
iscaloxazina. Los Efom(pmtenciéle; estéﬁdar a pH 7} =on ~205'y -
219 mY para los pares FMN/FMNH= y #AD/FAbH;;.agnque.éaéés.valmves
sermodlfican W peco cuando se unen a la proteina.

b.— Centﬁcs Fe-5, son  proteinas qqé contienan al atomo de
fierro covalentemente unido por ccisteina. Este fierro se une
a otro Fe.por uniones de actufre gue son labiles en medio 4&acida.
Estas .pm:)teinas pueden contensr 2,4 u & atomos de fiesrre  awn
éuandm cada centro acarrea un solo electron.

Analisis de las proteinas memhranales han demostrado gue La

HADH deshidrogenasa ( de Paracocus denibtrificans y de Escherichia

coli ) contiene un grupo FHMN vy 4 centros Fe-% de bajo potencial.

Mientras que la sucecinato deshidrogenasa tiene un  FAD mas 2
cenfﬁq;.?e~8f

Cu— Gﬁinnnaﬁi--(hrﬁger. y-Unﬁen,l?BZ). Generalmente son ios
cémbmnentéﬁ. que e encuentran entre las deshidrogenasas los
citocromes vy son los dnicos transportadores redox de naturaleza

lipidica en la cadena.

lLas guinonas bacterianas  pueaen =1=J o Ubiguinona (UG,
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Menaguinona o vitamina = ([ v degmetiiﬁenaquinﬁna CDMGD (ver
Ffigura Z0) . Erm general la _ubiquinona (2,3 dimetoxi-3
metilbenzoguinona, . fig. S.c), se sncusntra én las bactetrias gram
(-1, mientras.due las naftoquinonas (MR vy DMQ) Tigg. H.a y 3.b)
forman parte de la cadena de las bacterias gram {+!, s1mn . embargo
se han encontrado mezclaz de ellas en algunas bacterias.

Laé bacterias puramente fermentativas, no contienen guinonas
incluidas én la membrana placmatica.

Cualquiera de las guinonas puede participar en el transpur?a
de electrones teniendo como aceptor final al oiigeno o nitrato.
En =1 caso de E.. coli, en condiciones astrobias sintetiza
preferéntehente Ul y en el crecimients microaerafilica se induce
13 sintesis de MQ, pudiendo usar en condiciones anasrobias al
fumarato o.al nitrato como aceptores finales.

La diferencia de funcidan entre UG y MO puede euplicarse poar

la diferencia de potencial redou:

QUINONG E‘o (mV)
[iin] - : —74
oM To
ug 112

-Seggh esfoé Vﬁétaé.snlo HQ”y"DHQ ééﬂffan funciﬁnaf comn par
redu; on el transporte de electrones hacia fumarato puss UG no
podria ser swidada por el par fumérato/sﬁccinata (2 0 240 mvs.,

Todas las quinonas comparten la caracteristica de tener una

cadena de unidades isaoprénicas de largo variable, gue pueds 11 de
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2 a 1= .unidades, siendo 2n la mavoria un promedio de 7 a 1o
unidades.. ga extructura de la cadena lateral ha sido atil en la
clasificacion de bacterias y tiene una influencia predmmlﬁante.en
el "anclaje de la guinona" a la fase lipidica de 1a membrana,
permitiéndole alta movilidad.

FPoar otro ladeo la cadena de isoprenos no estd invelucrada en
las twoacciones de transportes de electrones y no tiene influencia
sighnificativa sn el vaiov del potential ﬁcdmx.

E} heche de gue la Quinona sea uh camponente obligado en el
S.R. fué demostrado por varias videncias independientes:

—-For irradiaciéon con ULV, Fara la'destrucciﬁn desla quinana,
con la  concomitante caida en la actividad respiratoria. B5in
embargo eSte.métodD ha dado resultaﬁos inespecificos. (Sone, 1974;
Kreger y Unden, 1985).

-0tra método mucho mis eficiente eg el de extraccion-
reifncorporacidn. Asi la regpitacidon ¥ la reducciran de Tumarato,
puor ejemplo, haﬁ demostrado ser dependientes de la presencia e
MQ en B hegateriqm. (Mrogat v Dadalr; 19489 .

—b_a forma més clara de conocer, la participacison de MG en ia
cadena de transporte de B. subtilis, fué usando una mutante MG,
la cual es inrépa: de oxidar WNALH, pera S1 S8 agregda un analono

estructura—funcional como la Monadiona o wna tlenaguinona se puede

reestablecer la respiracion. (Bergsma,et.sl.,19748).
Finalmente, eriste un caso especial de QqQuinoDna, con
caracteristicas hidrofilicas gue funciona como grupo Pproststico

de las deshidrogenasas de metanol, gluconsa v matiltamina. Esba



quinona también transfiere electrones al sistema terminal de
citoctonos v es una 4,5 pirrgloguinoleina guinona o metouatina, .
siendo su patencial.parecida al de UG {(E m'PQQ/PQQHz v 150 m\W).

| .d.w ﬁitocromn;. Existen identificados cuatro :f tiﬁms
fundamentales de citocromos, a,b,c,d, dondg-. §u$7'grupm§‘
praostéticos hemos estan unidos a una apophuﬁeiné determinadgy El .
dkoma central =5 un Fe™" gue puedse éceptah un solo eleétbéh para

dar Fe=*, (Jones, 198%).

Los 4 tipos de citocromos difieren basicamente en 1a
naturaleza de los grupos sustituyentes del hemo, teniendo
propiedades fisicoguimicas diferentes {como =us espectros de .

absorcian, Emy (potencial medio a un pH definido) etc.) gue
finalmente estan determinadas por su estructura individual vy de

camn esteémn unidos al grupo hemo {(ver Tabla I ). Los potenciales

Varn degde ~100 hasta 400 my, suS mAakzimas de absorcidn van des
550 a 650 nm y los pesos moleculares van de L2000 (algunos b v o)

SENOG0 para la cnidasa d.

Su disposicitn =n }a membrana tambien =2¢ variables mientras
gque los citocromos c y algunos b s0n muy hidrofilicos vy por
tanto son proteinas periféricas, los b en su mayoria. N las
oxidasas son proteimas intrinsecas de membrana.

.wLns - sistemas '.dE ':'citocrbmns de las bacteriag
quihiohéfeﬂﬁtrofas puéden dividirse an  dos grupos: varios
cifocromca fipD b v ¢ no avtooridables ¥ wuno & méas Citocronos que

son  autooxidables, uwnen CO » qgue por tantn funcioman como

oridasas terminales (dax,0(bme=), d, a1, Ceo vy posiblemente

e
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TABLA I. CARACTERISTICAS DE LOS CITOCROMOS DE LAS CADENAS ALEROBIAS.

CITOCROMO GRUPO PROSTETICO INHIBICION POR: . Em {(mV) PM (Kd)
co cN-

b Hemo b - - =104 a +110 12-17.5
c Hemo c - - +190 a +342 12-100
aa, 2 Hemos a += ++ +200a 265 y 360-375 73

2 Cu +210
o 2 Hemos b ++ + =122 a 417 28
d 2 Hemos d +280 350

2 Hemos b ++ + +140 y +250
a, 2 Hemos a + -+ +160 y +260 -
cCO Hemo ¢ ++ B3 +360 12.5
ca Hemo ¢ ++ s ? 38-118

1 a 2 Hemos a
1 Cu

Tomada de

l6pp.

Jones C. Bacterial Respiration and Photosynthesis.

(1983). American Soc. for Micrabiol.ED.



posiblemente ca, aungue  esta UItimé se ha enﬁcntradm e las
bacterias termoafilas no se sabe i Hiété como tall. Las
nxidésas wvarian por su afimnidad por ei .bxlgénﬁ, siendo los -
valores de afinidad: d *>» aax u o (citocromo beaz).El citocromo
o s es una encima  constitutiva en  muchos microorganismos
fB.cereus, E.coli,@tc), que se aNpresa en cualguier condicion de
tensidn de D=, (Escamilla, 19B&).
| Deﬁe decirse qu muy pocas orxidasas han sido purificadas, ¥
Mo se Eaben mucﬁas de sus nrbpiedades, por ejemplo, i funcionan
como Eomba'da protones, lo zual ya se conTirmo para ta qxidasa
a&a=, (Ludwig,1980).

E= interesante mencionar que no topdas las bacterias aercbias

o facultativas pueden sintetizar citocromos, por ejemplo,
Streptococcacea vy Lactobacillaceae no 1o hacen. Al crecer

-aerdbicamente, lasg cadenas  respiratorias  terminan con una
Tlavinojidasa, la cual puede reducir Uz g HolOo. Estas bacterias
cuentan ademds, con. uns catalasa ﬁara reducir el agua oisigenadas a
H=0 (-Jcmes.‘.. 1987 .

Como hembs visto las cadenas respiratorias pueden moditicarse
fenotipicamente,_ lo que depende finalmente de las condiciones
ambienﬁales A las_qué se enfrenta la bacteria wcalidad ¥ canbidad
de nutrientes, la presencia de inhibidores resplratoring o
alteraciones en la fuentse de carbono o energla v la gensidn ope
ouigens en condiciones limitantes).

E1 S5.R. puede tambidn modificerss genotipicamente con 1a

formacién de mutantes que sean deficientes en algun centro redox,

2
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por ejemplo la mutante de E.coli MG~ ya saffalada.

Eiemplos de Vias Eespihatopias.

_TD&DS . 155 . guimisheterotrofos ¥y fot&trufoa . facultativos
presentan uné variacidn considerable en' la .composicion f
organizacion de su 5.R.. Todos prggentan wamificationas A nivel
dé ias deahidrugénaaas y.una,n varias ﬁnidasas. Las vias lineales
" son.  relativamente raras -y-liﬁitadas a alguna condicien, por
ejehﬁ]q, E.cmii, hajo condiciones asroblias. A continuacian S
domparan las vias de algunos mi:ranrganismnﬁ con el sistema de
.Vtﬁahgbque @e_eiectrqqeg_dg.lé mitocpndria. (Haddock y Jones, 1977;

~Jones, 19835 Thauer gt.al.,1977; Stouthamer, 1980) .
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AMNTECEDENTES

En el laboratorio s ha estudiado =1 sishtema respiratorio

(SR} de_ﬂaéillus_ceréué ¥ su expresion durante el desarrollo  de
la bhacteria, de manera especlal en 2] proceso de esporulacion.
Se ha demoﬁtradm guez la actividad respiratoria es maulma:en el
egtadﬁ esporulante para descender de manera diferencial, & partir
de t= en la célula madre y en la sndospora. En esta ultima el
descenso en la actividad de deshidrogenasas es de apenas el S0%
mientras que los citecromos casn a menos de la mitad de-.ﬁu
céncentracién,r can respecta a la célula esporulante. Eﬁ cambio
la actividad de MNADH pridasa cae hasta 10 veces en’ la endospora.
Entonces no se puede explicar la bada cqpacidad para oxidar NADH
en un sistema donde los citocromos y las deghidrogénasas son
funcionales. (Escamilla, =t.al.,1786).

For otro lade, Wilkinson, et.al.(1977) ha demostrado que las
asporas  al germinar aumentan SU Pesﬁjﬁacién sndoagens Y la
actividad de MNADH widasa en un evento independiente ce la
sintesis de proteinas, lo gque sugiere que la espora latente
mantieﬁe su baja o casi nula .Pespiracidn poirque Histe un
componente  de 1a cadena entre la deshidrogenasa de MADH v los
citoctromas aue se inachkiva especificamonteo.

'LEl anico fcbmpcnéhte del que no s=  1m ha  determinade su
toncentracion durante el proceso de esporudlacidan es 1a  quinonas
la cual era el dnico tfansparbadur redo: no protelco vy [

sintesis no dependeria directamente de la sintesis de proteinas.



Como -una primera aproximacidén se reconstituyd la actividad
Pespirétaria de la espora con un analogo estructurpffuncinnai de
1a Ménaquinona, 1$ menadiona. abteniendose que la acfividad' de
oridasa aumenta hasta 15 veces.

Ezto parece indicar gue el S.R. de la espota eé -inacti?a
punﬁue- la déshidrcgenaéa estsd desconectada de los citocromos,
entonces la menadiona pudiera funcionar como intermediaria, lo
que.padria.indicér que @sta ocupa 21 lugar de la Menagquinona.

Far lo tanto se puede plantear la siguienté hipdtesis: [E3 S =T-
la rcaida de concentracion de la pensgquinona la respansable de ia
inacfivacién del S.R., entonces se deben encontrar niveles de MO
:cdnccrdantes can la gctividad de NéDH oitidasa, ert la endospora v
- euando esfa getrmina la ME debe aumentar de manera paralela a 1a
oxidasa.

Resulta necesario entonces pﬁobar si la reactivacion  por
menadiana  es fisiolagica,. descartando cualguier arbtetacto, =1
decir que la Menadiona acupa el lugar fisiologico de la M.

Ademas s indrispensable conocer lo gue sucede a la M, f Se
degrada a lo largo dei proceso de maduracion o se modifica de

tal forma que no participa en el transporfte de electrones?

51 . se degrada_ entonces debemns encontrar niveles de P,
concordantes ﬁmn la actividad respiratoria v en el momaento de 1a
germinacion debe volverse a sintetizar para regeneararr ia
actividad dé NADH ouidaga.

Ez pecesario cuantificar 1la MO on los difsrenies esvadios aol

proceso de maduracidn de la espora, 51 e que se madifica la
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contcentracion  de MG puede nd cambiat ¥y esta nos llevara a buscar
laa modificacion.

Debemos buscar la M@ en la endospeora y en la célula madre
para establecer las causas de la inactivacion difersncial de la
endaspora v fihalm@nte correlacfcnar_los niveles de kb - can ia
actividad de svidasa v los niveles dE.ciﬁDcrnmaa en la espora

latente v germinada.



HMATERIAL Y METODOS

En 2! presente trabajeo se uso una cepa

cereus, aislada v catracterizada  por

et.al.,1973 ).
Cultiﬁé de células.

El medio de cultivo que se utilizo fué el

fHansanQeE.al.,lQéE), el cual contenia:

- Bacarozsa 0.1 % y como Tuente de Carbono.

(NHa) 2304 2.7 % , como fuente de Nitrogen

GLE R .

C EzHFOA
MgS0a Q.02 % .

MnS0a .. 4H=0 O, Q05 % .

CaCla,.2H=0 O.002% % .

Andreoli

silvestre de Bacillus

(Andreanli,

medio G - modificado

Ga

CUuS0a ., SH=D

[ T T A

FeS50a. 7H=0 O, 00005 % .

Ca80a, 7H=0 0.QOO00Z2 % .

2S04 . 7H=0 G, 0005 % .

En el caso de obtencidn ae esporas las fuentes de C,N ¥
fosfato se agrecaron al rdmble de caoncontbracidi.

l.os ﬁultiVns se.hiCieron en'ﬁﬁ.Fermgntadcf canatfuida por el
Centiro de Ins?ﬁumentas,UNAM, con  una capacidacd de 25 litros

Usando las siguientes condiciones:

Tenperatura constante de

TP, agitacion de 200 rpm y un flujo de aire de [0 litros/min.il

cultivo

en 1 fermentador

se inicia con un ingculo gus provenia



de cuando meneos 4 tresienbras en Tase lngaritmica_de crecimiento,
cada = hnﬂaé, consiguiendo con esto sincronia én el.cultivo..él
volumen del inoculo fué de 1 a 4 litros. |

=1 crecimientm. de] cultivo se siguid midiendo ia 'densidad
dptica (DO) & T340 nm cada hora hésta que se alcanzéba la. fase de
cheéimiento deseada. Bajo estas condiciones =1 final del
_c?ecimientm vegetativo era a las S haras dé'cultivd,_que-cbincide
Cmﬂ el inicio dé la Tase de espotrulacidn y es aprnﬁimadam%ﬁte
igual ‘& una hora después.de-haber cbtenido ei-pH m;sh.béjc del
cultivo (pH &.7). ' '

Para la abfenciﬁn de esporas latehtes o maduras, el cultivo
_sévﬁdsecﬁﬁ.  en-ei mmmento en qus por micrbscppia.de zontraste de
fa%és'se observaban esporas libres.

Los cultivos se cosechargn en una centvifuga der  Tlujo
cmntinud Sharples HMod T1 v l%s células'sé lavaron I veces con
butfer que contenia: Tris-HCL 50 oM, pH 7.4; MgCla ZmM y Call:e
%S mM.  (Buffer TCM).

Ruptura y fraccionamiéntm.

Las. células Pesuépendidas en 2] buffer TCM en presencia dea

fluoruro de fenil metil sulfonilo (FMSF,imhibidor de proteasass.
‘w2 rompicron en un fraccionador DYNO-MILL Type-HDL con perlas de
vidtrio de 0.1-0.2 mm de diametro; el tiempo de ruptura  dependia
del tipo de células, desde IO segundos para las celulas
vegetativas y esporulantes hasta F y & minutos para las esporas

garminadas o tatentoe reocpecliveansnte.
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El homogenado tresultamte de la ruptura se centrifugod a 7500
rpmopor 10 minutos. El sobrenadante obtenido en el paso anterior
fue centrifugado a 40,000 rpm por 0 minutos, sedimentando asi las
mémbranés, las cuales se2 resupendieron en. buffer  TOw y

fueron almacenadas a —70% hasta 2l momento de uwtilizacion.
Determinacion de Froteina.

SE uso el métndc de Lowry.(wafy,et.al.,19513;

Ensayos Enzimaticos.

— NADH Déshidragenasé.-{E.C.i.é.Qq.S) Lang.,et.al.y 197=).

La enzima se midid de acuerdo con la siguiente reaccioan:
NAPH  + DOFIF (azul}) —=%- pNAaD* <+ DCFIF (incolorol.

En una celda de 1 ml se agreqo: (Concentraciones Tinalesi.
Buffer Tastatos D0 mM, pH 7.é63 ECH 1O mM; Diclorotenclindotenol
DCFIF) BX1O07TM; NADH ZX1079M; agua cbp 1 ml; =e registro la basal
y se 1inicidg la reaccidn con la adicidéan de membranas (5 mo  de
proteinas/mil) . El Casficiente de eutincion molar iCEFI para =}

DCFIF usado fué de 21 abrl.cm~t,

—Sucecinato Deshidrogenasa (ELC.1.3.9%.1) llLang,et.al.,1973).
La reaccion que se wtilizo para la medicien de la activaidad

_'ﬁ_té H



Succinato + FMS %  Fumarsto + FrISHz

FMSHz <+ DCPIP (azul) ——5— PSS  + DCFPIFH:=. (inceloral

En F ml de volumen final se agregar Bucﬁinata_de.sodic'ﬁﬂ mitt,
Buffer fosfatog SO mi, pH 7.&3 Fenazina metosqlfato (PMS);l;I'ﬁM;
CPCRIR .08 mM;  KCH ©.1 miM; la reaccifn empiezd con la adici&h de
S PME v ﬁCPIP ¥ ﬁembranas. Ei CEM usado para 21 DCFIF fué.de 21

" mM.emet

- —Succinata y NADH"DxiBasaé.

_as’ actividades.ae midierénihdr el'cmnéﬁmo de oxigena @n  un
muimetrﬁ Yéllow Springs Mod. .53; 'EI mediuide.reacci@n contenia
buffer de fostatos EO'hM,“ ﬁH-?.4;”.m;mbranaé” kl;S mg/ml  de
ﬁrmteiﬁa)..Se regisfﬁa.éf cansuﬁq basal de oxigena y se agregatron

105 sustratos, MADH 0.5 mM o Succinato 20 mM,

—Citocromo c ounidasa.
,La' actividad fué estimada palérografi:amente usanda  THMFD vy

ascorbato comeo sistema dornador de electrones para el citocromo c.

PreparaciQn de ia menadiana  reducida. (Modificacion de
terivanbkaova vy Dadak,l??é);
| - Be diémlvieran 0;4'.g.de Méﬁadiuna én 7 ml de éter etilico v
s& colocaron én uﬁ embudo de separacion gue contenia 2 g de MNadba
disuelto en & ml delégua. La mezcla se hgitﬁ durante 2 holras
hasta que <1 cclnﬁ caté ﬁasc a amarillno.

A la fase etérea va sepatrada se le agregaron S ml de solucidn

e
-t A



saturada de NaCl ¥y 0.4 ml de una solucion 0.5 g/ml de MHaBHa vy se
Tiltro sobre un papel filtro imprégnado de eter que contenla
Na=a50a, anhidrao. E1 filfradc.se.evaparm a sequedad, cristali:andc.
la menadiona reducida (menadiol), la cual se lavo con éter de
pétrdlem fric. Se registroe el espectro de las especiss oxidada y

reducida, ver fig.4 .

Extraccion de la menaguinona de MEmbranaé de Bacillﬁs cetraeus.

(Kerpger y Dadak, 1969) . | |
. Las membranas de.diferentes éﬁtadiﬁs TQEron-iibfiIiiadéS para

la extraccidcn. El 110f;1iﬁadu se Pésu;pendid wn 40 mi de una
mE:cla:acetana:éter de_petréleﬁ (i:;} y_se.agitd par 30 mifputos a
49, Al terminar el tiempo éeﬁaléda,}a mezcla se filtra al vacio
y el filtrado se secd comn un flujo de ﬁitﬁdgenm de alta pureza.
Al extractieo seco, se le agregarcn_ﬁ mi de ebtanol asbsoluto y se
cuantificd 1la menaquinoné espectrofotométricamente, tregistrando
el espectr; de la especie ogxidada y el de la reducida.

~Cepectro oxidado.

A wuna alicuvweta de 40 pl dal galubilizado en etanol =) e
agregaron 100 pl de EOH S N y 8460 pl de wetancl,ésta se leys
contra etanol. Se corrio el espectro de Z00 a 220 nm, tomando las

absorbancias a 2635 y 28% nm..

—Espectra reducido.
A una alicuota de 40 il del sclubilizado etanolico ELS ie
agregaran 100 pl de NMaBHa 7 mg/ml v 19 pl de buffer acetatos 1 M

pH S, en este caso se leyo contra 8835 pl de etancl y 15 ul de
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buffer de acetatos; el espectro se corrit de la misma farma gque
el espectro onidadao. .

Fara ébtener la cantidad de Menaguinona se ﬁsﬁ la siguiente
relacion:

{€red - GB“)::QBHH- -~ (Ered = oY) ompwyam = 14,7 mH™t.em*.

Berminacidn.de egpahas,(Tbchikubu,et.ai. f?ﬂb).

—Activacidn.

La. activacian. de- las ssporas se realizﬁ por Chnqda'térmico a
80°C por 20 wminutos. _Sé usaron 2 mg £ml  de una suspension
ligfilizada de esporas. . 7

tas espdras aét1véda9 se resuspendieron en agua destilada v
como  oetrminantes, se  agrego L-Ala y adenosina { 20 mM oy 1mid
concentraciones finales respectivamente), la mezcla se ingubd por
20 minutos a 30°C,

La germinaqian se siguié por I metodos diferentes: la
observacidn en el microscopio de contraste de Tases, a medida que
1a .germina:icn peurre las esporas pasan de ger refringentes a
opacas. Esta misma propiedad se usd para medir la caiga en DO a
SN0 nm. nl. misso Liempo se midin el aumento de la  respiracion

endagena an ¢l ouklmetro.

Todos los reactivos fueron grado analitico de las  gasag

Sigma, Merck v J.T. Baker.



RESULTADOS v DISCUSION

l.— Reactivacidon del Sistema Respiratorio de la Esporé r:dn

Menadiona.

Una primera apreximacion para tratar de esplicar la baia
a:fividad respiratoria de las esporas,'_dadn que la actividad de .
NADH deshidrogenasa y citocromos era suficientemente alta, Fué
adicionar. un analogo estructurcﬁfun;ianal de la menaguinona, la
cual era el anico componente que no s habla determinado en el
sisteha. .Para esta s 'ﬁiaid lé actividad de MADH oxidasa en
presencia de concentragiones crecientes de menadiona,
encontrandose un comportamiento como se muestra en la figura.d .
Fodemos ocbsearvar en la figura que la actividad de ta onidasa
aumentda primsro linealmente conforme la concentracicon de la
menadiona se incrementa (de O a {40 gM), para despueées alcanzar la
saturacion, obteniendose un valor de actividad maxima alredsedor
de 20 veces la actividad basal, {la actividad basal de las esporas
latentes era entre 6 v 12 nanotramos de oz/min/mg proteinail . Esto
implicd que el simple hecho de adicionar el analogo de  la
memaguinona, reactiva al sistema respiratorioco de la espora n un
feﬁémenm, que por la saturacion parecla ser dependiente del
sistema en-imatico. De hecha, koninas, (Bergsma,et.al., 177461, al
tirabajar con mutantes de B.subtilis deficientes en MenagQulnonéd,
Ha- demostrado la participacion de cisrtos analogos (entre elleos
la menadiona), en la reconstitucidn del sistema respilratorio de

la bacteria. Farece setrr que dichos analogos son mas etficlentes

25
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que la propia menaquinona  para el transporte de electrones.

La reactivacion con menadiona podria inﬂicav que la guinona
enddgena. no .era spuTuciente para  sostenar la acktividad de
axidacidn  del NMADH (en condiciones basales) o que la ﬁenaquinuna
tabtfa sido modificada de tal forma gue no estaba disponible. ccmq
E\Cat"l"‘éadoi" redoi.

Sin embargo, estos resuwltados podrian ser productb de 'alg&n.
artefacto en nuestro sistema e;perimental. pot lo tanto se
hicieron una serie de coAtroles tomandh en._cuenta ciertos
criterios gue Konings considera pata ei uso de analogos de MG, -
Ezfogtscn: lé menadiona debes de tener un.patencial adecuado par§
fqncimnaﬂ .como acarreader de electrones entre la deshidrogenasa
de. MNADH vy el Citmcromm.b; 2l sistema reactivado debe de sepr
sensible a inhibidores respiratorios; el pH del medio de reaccion
dane ser el adecuado para disminuir  al minimo la reacaidn
espcntéﬁea de oxidacion del menadiold; no debhe de haber reaccicon
quimica detectable entre el MéDH v la memadiona y por lo tanto
=olo debhe haber consumo de oxigeno en presencia de membranas.

Dadas estis condicionesg deémDs decir 1o siguliente: Con
respecto S al potencial redox de la.menadiﬁna sabiamos que a pH de

7 es de &# —12 oV, (Hisschop and lKonings,W.,et.al., 1276) 1o Qe

nééulta adeguado para que énta funcionara como par redos entre la
NADH deshidrogenasa,cuyo potencial estandar a pH 7 es de ~Zind v
v el del citocromeo b, en las mismaszs condiciones es de {13 oV

(Hagevr vy Deeb, 1267). For lo tanto en este sentido la menadiona

resultd adecuada para nuestros propositos,



El siguiente punto 'a investigar fué la sensibilidad .a
inhibiddres réspiratmrims y compararla con aquella en ol sistema
Peépihatorib-funcianal (en membranas de células espotrulantes) . Se
ensayd entonces 1& inhibicidn  por KON de  ta actividad
estimulada con menadiona (ver fig. & .3, encontr&hdmse una cutva
en la que se observo una rapida inhibicidn iniﬁial hasta SO0 ulM vy
una roesistencia parcial a ébncentﬁacicnes maycpea' e  Clanudro.
Esta curva fué semejante a la gue se ha reportade en nuesiro
laboratorio para 2l S.R. de células esporulantes (Escamilla v
Benito, 1984 .

Se sabe gue la menadiona eé Dxidada espontaneamente por. el
axigeno cuanda se encuentra en el estado Peducidu.(menadial>, =20
un -procesc. dependiente del pH. Entonces era muy importante
conocer en gue rango de pH dicha auvtooxidacidn era minima. Fara

asto se sintetizd meEnadiol & partilr de menadilona (ver Fetodos).

e

Con el menadiol s2 consbtruyd una curva  de avtposidacion,
midiendo el consume de oiigsno a varios valores de pH (3.8 a
7.3, (var fig. FA I Comoc podemos gobservar la autoopxidacion del
menadinl =s fuertemente dependiente del pH. A pH menar de 6.2 es
pﬁécticamente .nula. lo que indica ogue en los enperimentos
pgreviamence descritos la contribucion al COnNSUnmo de oOiigeno
debido a la autooridacion del menadiol fuée despreciable,

Fara asegurarpos abora de gue no habia reaccién diroecta  de
ouidao—-reduccion entre el NADH v la menadiona, se midic el consumo
de owxigeno resultante al mezclar menadiona v NADH. Es decir, =i

b

el MADH  estaba reduciendo a la menadiona directamente, ésta

7
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La medicion se hirfo en un buffer fosfatos O.1 M, pH &.2, MADH
Q. mM, proteina 1.4 mg. Menadiona 200 uM. Le sctividad eo
elpresa Comd %4 de actividag remanente gon respecto al control sin
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Auto. oxidacion de la Menadiona
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AUTOOXIDACION DE LA MENADIONAG.

La curva se construvd con Memadiona reducida con Lorohiidiuwra
de sodic. S uso wuna concentracion de mensdions de IO uM. Loz pH

sz fijaron con diferentes amortiguadores de fosfatos .1 M.



deberia de oxidarse con el Oz del medio, lo cusal no sucedid.

También se observd que el espectro eﬁ la =zona | del
ultrévibleta, cde la menadiona oxidada ne se.mudificaba al_agﬂégar.
MNADH . .

E1l pruperimento concluyente de quiss la menadiona astaba
fupcionando como intermediario de orido-reduccion en el S.R. de
la espora, .fTué que solo an pre5en§ia de membraﬁaﬁ activas y un
sustrato respiratorio, la menadiona era capaz de producir  una
activacidn, medida par e; aumgntn del consumo de origeno. Esto ce
muestra en la Tabla 3: 1a menadiona prndutia Lmna estimula;ibn de
la NADH onidasa, de aproximadamante 20 veces con respecta al
cdntrul sin menadiona.

Cuando las memﬁranas son inactivadas poir calor ( ver piée  de
ia Tabla = ) 0 o se affadieron al medio de reacecidn no  se
registrd consumo de oxlgend. De la misma forma se hicieon las
experimentos con menadiol, abteniendose resultados similares
cnmparados on los ﬁe la menadiona. Estoc demostro [=127::} la
menadiona podia funciunar comn aceptor v danadag de electrones 2n

2l =zitio figsioldgico de la Menaguinana.



TAERLA T, REACTIVACION DE LA MADH-OXIDASA DE ESPORAS _LﬂTENfES.

FOR MENADICGNA.

Fraparacidn: (a) - ' - MADH~OXIDABA

nat 0 min—*, mg—?

MEMERANAS_+ NADH ' : L : 4
MENADIONA OX. + MADH ' - | 18
MEMADIONA OX + MEMERANAS + NADH T -
MENADIONA DX + MEMERAMAS TERMOINACTIVADAS (b) + NADH 10
HMENADIONA KED (c} + NADH . . 32
MENADIONA RED + MEMERANAS + MADH 125
MENADIONA RED + MEMERANAS TERMOINACTIVADAS + NADH 1a

o e ke ik o ey T B s e e TG Tk e Bt i i e P 4 o o e . i PV e o e o . il S T e ey o b B o . PP R . e o s RS LR Bt b Sk ey 3 e bk e

(a) La actividad se mido en buffer de fosfatos de potasio 0.1 i,
pH &.6, MADH 9.5 mH. |

(bl Membfanas termoinactivadas & min a FOC.

(c) La menadiana fueé Peducida.cmn_ barohidruro dea .Endim. Ambas

menadionas se usaron en Wwna concentracidn de 100 gM.



2. Euntrraccidn de la Menaguinona.

"E1 gﬁupo de resultados anteriores sugirieron que los niveies
de G lihre en las membranas de ta ESpdra_estaban bajosy par 1o
‘que aécidimDE investigar la cantidéd de MQ a lo largo del phd:esa
de. madurqciéh.dé laa endospora, (ver figura 8). 5i ia menaquinona
era el punto de regulacion de la resplracion  de la endospora
entonces  debiamos encontrar una caida en 1é concentracion de M@
péﬁaleia'a la ééida en la actividad de NADH'onzdasa.

Se detarming 1a cantidad do manaduinaha e s biractos
membranales de células en difEfentes esfaqns, tanto de la
endaspa.r‘a como de la célula madré. Los resul tado se muestran en
'la fig. P .. Encontrames efectivamente gue los cambios 0 ta
_actividad respiratoria de la endospora a lo largo de ta
asporulacidn, fueron paralelos'é los cambhios en la concentracidn
de MQI. Hay gue hacet. notar gue la caida mas drastica en la MG se
detectd a  partir de las 3.5 horas de inicgiada 1&a esporviacion,
tiempe en el cual se ha teportada gue bajan los nivelass de ATF. ¥
CoA, entre otros metabolitos (Setlow y Setlow, 1977b).

| Con respecto a la celula madre, la cantidad de menaguinona
cayd de manera paudlatina, cimilarnente al cambio en la actividad
de_laiNﬂDH oxidasa.

Estos resultadeos son el producto de un experimenton, aungue
para la espora madura ¥y pare tz me hicieron triplicados (los
valores gue =c reportan son 21 proosedio ge los & datosi. For otro
lado se puede decir gque cada experiemento es control del anterior
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GERMINACION
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FIGURA 10, GERMINACION DE ESFURAS DE Eacillus cEeus.

L germinacion se ziguie con la caida de D.0O. a 5S40 nm de una
suspencsion de esporas (0.8 mgsmid., =@ usaron como geErminantes ——

L-Als (20 mM) & L—-Ale + Adenpsaina ( 20mM » 1mM, resgectivamente!.
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.FIBURH 11. RESFIRACION ENDOGENA DURANTE LA GERMINACION,

Se uwveo wuna concentracion de espuras de E. cereus, de uv.g&
ma/ml.

=1 aumento en resSFlrscl1on €2 mmidio como 2] cohsumd de Oo
guremie l& germinazion,

L& activacion e llevo a cabo por chogue termico Lverr
Metodper . S usarpn como aermlinantes L-fle + Adenosinag. en lzag
mismas conRCentratliones Que €N la figura anterionr.



y ®8estan de acuerdo  con lo qgue Eepowta Taber (Farrand ¥
Taber;1974), paré 2l contenido de ML en B. subtilis.

Far otro lado cuanda las esporas Qerminan, 1a..actividadr
metabdlica aumenta considerablemente. En los primefcé minutos la
aCtividad_réspiratcPia gndogena aumenta 10 veces aproximadamente
en un- proceso independicente de la sintesis de .pﬁcteinas

(Wilkinson, .,et.al., 1977).

Tomando esto  en cuenta podiamos esperér-ﬁn auhehtm EH los
ﬁiveles de MR concomitante al aumento en la respiracion - durante
los primercs minutos de 1a germjnaéicn.

EH Sla fig.e 10, e muestran los parémefros que'sa siguiermn
para medir.la germinacidn. Como sé puedé obﬁer?ér la caida en la
50 depénde- de la activacgion y de la presencia de germinantes,
siendo tatalmente indispensable la activacidan. LLa mezcla de i~
Alanina + Adenosina resultd ser la més adecuada para  tenmer  una
rapida ¥y sincronica germinacion. De igual manera, ectos erectos
sé puedieron observar al medir el awnento de la respiracion
endogena (figa.11 .. De tal forma elegimoz= hacer las mediciones
de la menaguinona a los 20 minutos de haberse initciada 1a
germinacion, que fue cuando gbservamos un aumentioc de 10 veces
en la respiracion endégena y una ncaida mixima de  la  densidad
optica.

La cantidad de menagquinona que se detects en las membranas de
esporas germimnadas fué 4 veces mavor a la que se encuentra =n las
menbranag de asporas latentes, (ver Tabla 4 ), este reswultado fueé

congruente con 21 hecho de que la MO sea el punto de  regulacion

40



de 1la actividad del G.R..

Se midieron también las actividades dé MNADH deﬁhidrbgenasa b%
los niveles de los citocromos én ambos tipps  de - esporas: (Qer
Tabla 4 ), y se encmﬁtré.que estos no aumentan significativameﬁte
durante la gérminacidnf como  pary exhiicaﬂ'el'aumehto clea 1a
actividad ae MADH puxidasa. ‘

Con estos datos podiamos asegurar que 1a cun:entbaCidn de HQ
es un factor importante en la regulacidn de. la actividad
respiratoria durante el bhucesa de_diferenciaciﬁﬁ de la bacteria,
Qa rque _poaemnﬁ degitr gque a bajos niveles de M8 Thubo bﬁja

respilracion.



TABLA 4. . COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES RESFIRATORLAS

ESPECIFICAS, ~ CONCENTRACION . DE . CITOCROMOS Y MENAQUINONA DE LAS

ESPDRQS LQTENTESIYMGERMINQDAS'bE Bacillus cergus.

-ga.acf =

ENSAYD ENZIMATICO - . Latentes Germinadas Relacién

e e s et i i i L . s e S oy -y = Mt i o o P ek S LN . St S T T ST e e S e e e M e o S TR T T —

‘Dxidorreductasas:

" MADH ca7 o lagn 1.0

Onidasas:
NADH S aus 61 7.z
Ascorbato—TMFD : 154 205 1.3
Citocromoss (b)
b 0. 21 O, 22 1.0
c .14 0,18 1.=
Aax ' 0.042 0.043 1.0
Menaguinona: (b)) Q.8 2.3 4.1

(al tas actividades especificas de las oxidorreductasas y de las
oiidasas estan eupregsadas de la misma forma que en la fig.1l.
(k) lLa concent{racion de citocromos vy de menaquinona #2std expresada

como: nmoal /mg proteina.

]



DISCUSIOM

For los resulitados obtenidos eon este tirabajo, podemos Sugerir'
que un. punto importante en la Pegulaciﬁn del sistema respiﬂatcria'
de la endospora eg la concentracion de lFMernagquinona,. alenﬁa esto
mucha Mas importants gusa la caida  en acfividad de la
deshidfcgenaﬁa de MNaDH v niveles de citocromos (ver tablés 1y
4). Esto coincide con un reporte de Taber (Fartrand vy Taber,1274),
an &1 §ue sefiala que.la concentracion de MO . en B, subtilis, cae
conforme el proceso: de espordlacion se lleva a'réabo, aunague
fimnalmente la dnactivacion del S.R. de la endospoira es el
Neéultado ﬁe la caida en todas las actividades asociadas a esﬁe,
oy que conduce al estado cripti;o. |

. La inactivacidn del sistema respiratorio seria un evento
especifice dentro del mecanismo general de mantenimiento de
latencia { deshidratacian del protoplastc de la espora ¥
formacidn de canplegos con &1 calocio v el Ac1do dipicolinico);
poderiamos decir,. incluso, gue esfta inactivacion funcignaria coma
un “sogure" gque evitaria fﬁgas de poder reductor innecesarias.

Los experimentos con tlenadieona, demuestran gue la espara
latente al carscer de MQ, es incapaz de osidar al MNADH vy solo se
detecta consumo de _D::igeho en pressncia de aenadiona, ya gue esta
ocupa el lugar fisiuidgicm de la guinona. Estamnos seguros de gue
en égtaa guperimentons no hay artefactos, pues descartamns toda
posibilidad de ello. Esto quiere decir que en pressepcla de 1a

menadiona el NADH puedese funcicnar como  susbtrabto porgus 1os



eiectrones pueden pasar desde la deshidrogenasas a los citocrnmpg.

Lo antericr es fuertemente apoyvado por los puperimentos de
arxtraccion. de quinona 2n los cuales se encuentra uwuna caida
concomitante de eésta con la actividad de nADH coxnidasa,

Ern el momento en gque la germinacidén ocurte, se obhserwva un
inCPementa de 10 vaces apraiimadamnen te en Ia respiracion
enddgena de las esporas (ver Tigura 11), ademas de Qn imcremonto
de 7 wveces en la actividad de MNADH Dxidaﬁa; l.Lo gue coingide Con
al incremento en 4 veces de la quinona (ver tabla . 4). . Esto es
importante pﬁez en la germinacien los aumentos en.la capacidad
respiratoria ¥ en los niveles de ATF,son necesarios para éaatener.
_él déearrnllu de la espaora germinada a una célula vegetativa
-pnimaria, esto cnincide tambieén con ! 1ncrementa de piridin
nuclesgtidos reducidos (var Introduccidn).

La gcaida en concentraciaon de rill durante la esporulacion y  su
posterior recuperacidon en la germinacidn., habla de un fendmano
enzimédtico involucrado ean "regular® la econcentracion de la
duinana gue finalmente regularia de manera importante la
actividad respiéatoria.

Cabe epntonces preguntarse que. le sucede a la ME vy gue
mecanismos estan involucrados en degeadarta o Inactivairla.

La ;degradaﬁién de Mm'iﬁplicaﬁla la ezistehcia de un  zictoma
enzimatico Que =& axpresa de mangra diferencial durante el
proceso de esporalacion. Mo SE CONnGoen a ta Techa, meEcanlsimos
relacionados con la degradacion de gquinonas bacterianas.

For otro lado, durarte la germinacion deberia de haber
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sintesis de menaquinona, poasiblemente & partir de éhikimico. Este
podria gsinteflicarse particr de 3—FGA v  eritrosa .4~fu5fato,(ver
esgueama 1); Sin  embargo, la via de slntéais dé MU esta
constituida por  varios pasos  enzimaticos mas a partir de
shikimicoe (Bentley v Ftieganathan, 1982), lo que implicaria que las
2nrimas necesarilias posterioras al shilkimico, o se sintetizan en
los primeros minuwtos de la germinacion o se guardan en la espora
durante la esporulacidn.

Lo . anferiob podria ser demoétradu, sl se germina. a las
esporas en presencila de shikimato radiactivo buscando la @marca &n
la menaquingna. Esto demostraria que s activa s sintesis &
partir de este intermediario. Por otro lade se podria intentar la
'germinacidh en pﬁesencia_ de. agua bLtritirada vy buscar =1 =15
encuentra marca en la qginnna lo gue signiticaria su sintesis,.

El otro me:aniémm posible,ezs que ia FMznaguinona se 1thRactive vy
esto no le permita participar en ¢l fransporte de zlectrones. La
inactivacion podria llevarse a cabo en una forma similar a 1la de
1a Coa, (Setlow vy Setlow, 1977a), es decir por unicn a prateinas.
For tanto, la MO extraible seria menor ya qgue esta estaria
formando LN complejo HAO-proteina. La wnicn a proteinas { por
meadig  do una cistoina o &l globablidn redugiluoo, s@r1ia  en  la
poaiéiéﬁ % del anillop, la cwal ez 1: maz fTovoreocida guimlcamsn e
(Nickerson gt.al.,l17&%; Flubes y Cerna, 1972, ln gue 1mplicaria
la remacion de la cadena de2 isoprencs de tal mansra que guedatra
anclada no pudiendo funcionar camo acarraador mdvil.,

Durante la germinacidan,el complejo debe de romperse 1%
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liberarse la quinona en un proceso en €1 cual ia cadena dé
isapreﬁn'déﬁe valverse a unir en la posiciron 3. For consiguiente,
an los primeros minutos del evento se registraria un in:rementd
de MGl extraible y pDF ende el aumento de activided de 1a MADH
axidasa.

Qtro punto interesante por demostrar, seria, si =1 aumentn.aﬂ
la concentracion de MQ detectado en la germinacidn, se Pegistﬂa'
en gtras condiciones de germinacion.

Pnr. ejemplo, si ée.hiéiera la Qéﬁminacion..en ﬁonditiénes
anmasrobias L S sinbeti:arla Migkr. Posiblemenlbe e preasencia de un
aceptor diferentes & oxigeno la MY pueda sintetizarse pues ia'
quinona seria un componente obligado en la cadena . anaerobia.

5i la germinacion ocurtiera en presenciea de fluoruro (potente
inhibidor de la enolasa), (Setlow, 1983), la concentracion d= -
FGA disminuiria y pur.tanto no habria precursotres de shikimico.
i la concentracion de MO aumenta, querria decir que la quinana
s sintetiza a partir de un precursor posterior al shilkimiceo en

la via.

De cualguier forma, haciendao a un lado las especulaciones
Santertores, - lo ciertﬂ s gque lus niveles de M) tienen un efecia
muy grande en .la Pegulacidﬁ dae la sipresion  del .S.R. de la
endospova e indirectamente en el mantenimiento del estado latentes

y su posterior reactivacion durante la germinacion.
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