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- RESUMEN-

fiéneﬂﬁn aistéma Eésbiﬁatorid-nmmplejo; en

el cit  aans
cit
el eoitd retihta sehaibilidad & Clanivo.

Es

ransﬁortaddré,de'electroﬂee. For otro

indispernsable

slamos mutantes deTicientes en
méié..'aagi5?-ibasados-=-éh Cla reaccidsn de= cxidacidn del
tetrafanilparafenllEnd:m:na (THMFD) que cede sus electrones casil
'éspec;ficamente a cit c.

.Eﬂ heﬁio fermentable esta mutante crecioc poco ¥ no rehbaso
iaé primeras etapas de csporulacidn. Amprticguando ¢l medic  con
.'fﬂﬁfatma o bilen uwvsandoe wun medio N0 Termentable =& basze de
amincicidos. ] crecimiento pressnto nivelez cercanes & lo normal
Yy l&s esporulacidn =& conpleto aungue no con el misoo rendimiento
que presenta la cepa silvestre.

La actividad de TMFD-piuidaces fue 5 veces aenor & la de  la
silwveztre, actividad gque per encontrarse en avgencia de ago. ia
HEOC 3 amnE & 12 sctividad de cit. o v posibiemerte a  cit. (=1
sunque =n Bl cooeus énte dltime no eoclta en cdveles amporstentes.

El purte de biTurcaecidn &n 1la caderia. piropovenos que fsta oa

nvivel de g1t ce ya gue poor oun lado este citocvomo esta en



concentraciones. rormales'y poe otvo presenta un . conporlamiento

paralelo con cit. o cuando se’reslizaron. espectros difTerencisles

ew presencia de IKCH.




Introduccion

La diferenciacidn celular ha representado uwno de los
fenomenos biolégicos gque mas ha llamado 1la atencion del
investigador, sin embargo, a la fecha s poco lo que se conoce
acerca de los mecanismos intimos del proceso. Desda el punto de
vista morfolégico, la diferenciacidn consiste en una serie de
cambios morfogenéticos que permiten a la célula diferenciada
adoptar formas y estructuras que responden a una funcion. Asi,
vEmosS que una celula netrviosa asume formas y  estructuras
adaptadas a las funciones de irritabilidad y conductividad.

Desde el punto de vista molecular, el estado diferenciadoe se
caracteriza por 1la sintesis diferencial de algunas proteinas
egpecificas. por ejemplo, la hemoglobina en los eritrocitos, la
colagena en los fibreoblastos, actina y miosina en el mioblasto y
diferentes hormonas en teljidos secretores. Juntando el criterio
morfoldgico y 1 molecular resulta gue la diferenciacidn celular
es la progresiva especializacidn en estructura y funcidn, que s
inicia con uwuna ceélula totipotencial, el huevo y termina con
dgiferentes estirpes celulares con distintos gradas de
esgpecializacion.

A pesar del enorme interés que ha existido sobre la
diferenciacion, gs muy poco lo que se conoce acerca de los
mecanismos intimos del proceso. Esto debido en parte a la enorme
camplejidad que repfesentan los animales superiores como modelo
de euperimentacidn.

Un alternativa a estas dificultades euperimentales es el

empleo de cultivo de tejidos, sin embargao, muchos de los tipos



celulares. que =se han logrado cultivar sufren cambies, gque los
-alejan. de sd*verdadéfd estade diferenciade. Con todo estos, muchos

. investigadores . buscaron modeles micho mas simples v procesos

morfogendtices  iparecidos: 2. la diferenciacidn celular en
prganismos superiores asis. se han abordado modelos en bacteriss,
”_prbtu:narinﬂ, levaduras vy mesuzoarics.

De entre estos modelos. la esporulacidn bacteriana en lcs

-géneros Bacillus. Clostridium y Sporocsarcinzg han resultade tener

enormes ventajas exuperimentales:

1. Bon Tacilgs de cultivar en medics de cémpoziciﬁn conorida

2. Es posible inducir el procese morfogenégtice con gran sincronia
v un rendimiento mayor al PO

3. Un tipe celular, la celula vegetativa se transforma hacia un
tipo celulayv uUnico. la espora.

4. Es prmsible cultivarles obiteniendoc cantidades suficientes para
el analisis morfoldgices. bioguimico y fisioldgico.

S Es posible obtener mutantes en diferentez e=stadios del
desarrelle. esto posibilita a su ver la infTormacgidn gengtica
necesaria para el proceso moevrfogendgtico.

Debideo & esto. poces modelos de diferenciacidn celular han
.re:ibido tarnta stencidn gomo la esporulacién bacteriana. o guicés
aea mée coryeclke deciv que 22 gl modelo donde mayeor conccimiento
del proceso morfogenstico €2 ha sdguirideo. Las diferentes
especies de Bacillus harn permitido 21 estudic de los  procesos
morfogengticos v en la actuslidad se tievne el cuadro mds completo
de los mecanismos gue inducen, conducen y marntisnen el estado
criptobidticeo de la espora. Se concce que la esporulacidn

bhacteriana es inducida por agotamiento de las fuentes de carbono

e



v/o nitrdgenc.y pdrsiimitacionés en requerimientos’ auxctrdficos.

-También35' ”hé”Tiegadd?a“iéféqﬁélusiﬂn_de que una disminucidn

‘significativa intesis de las purinas, pudiera ser
eventos: primarios, en esporulacidn (13). Se ha hecho
delos  contenides moleculares vy

‘gue caracterizan a los estados

155ie) conoce ' gue durante el crecimiento  vegetativeo

'Afﬁeﬁté?wfdéliQa#ﬁnﬁa'?érmentablee ocurvre la maxzima wvelocidad de
crecimiental y que la bivenergética del proceso se apoyas €1 un
‘metabolismo netamente fermentative (15) con represidn catabdlica
sobre las  vias finales de oridacidn asvobia (ciclo de Krebs b
cadena ryespiratovia)l. Durante el crecimients en medios no
fermentables no se precenta represidin catabdlica obteniéndose
niveles elevados en las actividades del cicleo de Krebs vy sistema
respiratorio. Durante las etapas 1niciales de ta ezporulacidng,
independientemente del mezdio en el gue el crecimiente haya
ocuryido s hay s cecbhreinduccidn de las ENZimas del sicstema
respiraterioc. elevada. =i =1 crecimiento couwrrid =1 medio
fermentable (11 .26} o modesta si1 el crecimiento previo Tue een
medic no fermentsble (17). Cuzlquiera gue sea la situscidn. ce
cabe que la seporulacidn en especies Tactultaetivas snlo [l BNl ol =
bajo condiciones amvdbicas {a8) Yy  que durante las etapas
tempranas de la esporulagicon (edos. I & IT1) las actividades del
silctems: vespivretorio seo incrementan de mancra notoble (130 . Az
la respiracidn aevobia es un pyroceso obligado de la espooulacidn

en especies Tacultativas.



ESQUEMA I

ESTADOS DE ESPORULACION  EM BACILLIS
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Desde el punto de vista molecular se sabe que la - expresidn
génica dqranﬁe'ia éshﬁrulé:iﬂn-ba:teriaﬁa'ﬁbéde:é a un  programa

crdenado vy preciso de induccidn secuencial (ver esguema I ). en

ecundarice ocurren s¢leo si los eventeos previes

dé%iﬁidaé de la esporulacién (Spo Os Spo 1

‘eveladﬁ”uﬁ‘éomportamiento pleictrdpico, (mutacidn

bior} ié fééﬁéé&ca molecular de la esporulacidn bacteriana. e
| éiéﬁen; iévideﬁ:ias convincentes de que la RMA-polimnerasa v
:'éspeﬁifiﬁantE, su facttor sigma. e= respeoensable del pyograma de
exﬁresién secuencial de genes duranmte 1a esporulacidn (8.28). Se
ha llegado a establecer la existencia de cuando mevws &6 factores
sigma © como se les commoce en alaunas publicaciones: factoves
"parecidos a sigma'. En la etapa vegetativa se edpresan  dos
factoves sigma {(que se distinguen por =su pesc melecular: sigma 37
Y csigama S5 . E=stve factores sevian responsables de la

transciriptidn especifica de genes caracteristices de 1a fase

vegetativa, A lo largo de la esporulacidv loe Tactovres sigma
vegetativee son sustituwides por otres factores sigma qgque se
suceden en etapas especificas de la moriogeéensesis con =1
consecuente cambic en la especificidad peor sitiss  promcitores.

“si cada gene o grupos de geves sevdan transcervitos =dle en el
mounento en que aparertca el tactor sigma que reconcce su promotor.

Durante la esporulacidn se siguen transcraibiende un ndamero



-cmhsiderablg de génes,tipi:ﬁs de :re;imiento vegetativos algumos

casos 'estudiados haﬁ r&veladm que Estos genes eaxpresados en

:fecimiéﬁto~}:yr.Sesporulaclén tienen ”E promotores que son

.re:nnmcxdos par 1 RNA*pnlxmerasawslgma carrespondxcnte & la fase

vegetat1va © a 1a espnrulantefrespectzvamente (28).

u;dn qqe:L : act1V1dades del s=istema respiratoric se

Expfesah gZqighifiéativaménte7"éh fase vegetativa (medic no

férméﬁ#éﬁig)' 5ubr999p“e.an en etapas tempranas de 1la
éspdruiéaidﬁ,:éé:bbsibie-gue sSus genes corre-pondientes contengan
dos  pfﬁmot@FP§i. ani dé fase wvegetativa y owvro para St
sobreéﬂpresidn-eﬁ.fage_ésﬁnrulante.

.ﬁparte de leos muy diversos e interesantes aspectos que
aguardan a la bislogia molecular del sistema respiratoric de
bacterias esporofoarmadoras. existen grandes lagunas en el
conocimiento de su compoSicildirs organlcacion y  regulacidn.
Sabemos s1in embargo. que tiene una gran plasticidad v una mayor
complejidad & 1& descrite &n mitocondrias.

Ern Jos microporganismas la naturaleza de los donadores vy
aceptores de electrones. varia ne solo de acuesivde al tipoe de
organieme  de que ce trate, csine tambiémn de las condiciones de
crecimients tales como: cantidad de oxigeno. edad del cultivo v
naturaleca de la fusnte de carbon. va ses esta Termentable u
ouidativa (1113, Existe también, un amplic ranoo de  potencial
redony  entre estos componentes. log que determina que e estos
cietemas respivatorice existan verice citooromoes intermedisvios v
ge I a 4 cirtocovomos gue funclionan como oxidasas termivales (27 .

Ee considera Que =on tres loe sectoves Tuncionales de las

&)



cadenas respiratorias:
a?l sector . de {Eﬁ{rada;— Eanstitujdp poer deshidrogenasacs Y]

flavoenzimas. que alimentan a . la cadena de . electrones, sonn muy

diversas y oxidan un gran numerc de’.compuesios.

) éecfdf :ihtEFméd;pfrgénf é§té' sector, encentramos a las
quinonaé, cmmpueét?é FééQ?ﬁﬁé:é'hfdrﬁfmbi:ns de dos tipos: las
ubiguinonas pTESénfeﬁu;én,éfganiémés gram— derivadas del 3.2
metoxi 3 meti]benZoquinDﬁég y.lés'menaquinonas caracteristicas de
organicsmos grém +a dérivadas . de la menadiona. Encontramos
también, centros Tierrn—ézufreg citocromos del tipo bs c© v
alguna=s metalopyoteinas.

) Sector de galida.- Participan agui las ocuidasas que aceptan
electrones del sector anterior y reducen a el ourigeno. Enn  las
bacterias generalmente se encuentran mas de uwna oiidasa en ¥
mismo organismo. siendo en algunas casons hasta  tres las que
pueden estar presentes. Exicten ademis de el ouigenos otros
comnpusslicos ocrganicos e inorganmicos que pueden funciovmar 'como
aceptores fTinalecs. en g=te case exristen reductasas especiales
para estos compuestos.

El tener varias oxlidasss va & dar &l organisme ventajas
selectivas, ya gue estas tienen diferente afinidad por el
Giiigends asi COmT diwtinta senzsibiriidad & CHWN (1Oa110. Estas
oridaza= soiy hemd protcinas vy hem—a + Cu. v son de trese tipos:
.- Citocrome ¢ oiidasas, contienen hemo a v Cu++: Como aa v Ccasz
nue tienen ademzc del hemo & vy cobres wun hemo ©.

Las cltocrome oiidasas agm =on 2imilares & la oxidasa
mitocondirial, peroe  cowntigne unicaemente entre 2 v 3 subunidades

(mitocondria tiene entre 7 v 14t



11.- Citecrome ¢ oxidasas que Arenen unhenc b Dentro . de  estas

estan las LE:

I11.—- Bu i ned o i-t_.‘lar.%a-s-
"_tantc{ ' : Dentro de: et _\_-"‘_ -L’ﬂ L imo
Cs
-éapécies Sdiversas

e5p1ratnram icumplean= y iamlf:cadag. Mo s

cmnmceﬂ_cnn :erte*a ]a cnmpusicaén yrsecuenc1e de enzimas que 1o

r0n=t1tu"en.‘ Bacilluﬁ' Subtilis (6{435"? Hacillus thuyvingiensis

pGSEEﬁ-dUE'taminmﬁ alternatives.de transporte de electrones hacis

el .oxigeios siendo sus - onidssas terminales cit sas v cit o

(Escamilla en preharacidm). Bacillus coveus (11) en canbic.

posee 3. ouidasas terminales. cits aan. o v d. & la fecha no &3
clarc cuzl sea el !:c-mponr—znﬁe a partiv del] cusl Jos SR mencionados

e ramifiguen. La proposicidn mas favorecids ez de  Oue wn

citocromo del tipo b (Dews? sea ) donador de elecirovnes para las

viag gue conducen a cit aan vy ooen E. subtilis (30) y o Bl
thawingiensie (Escamilla en prepavacidn? v tambien. el donaden
directe &n los tres camings alternativos de B.  ceveus: los cits
azmsy ¢ v o (11, Por otre lado. =2 he propuesto la gHistencio de
cuardo menos Cuvabtroe tipos diferentes de cit b en las 3 espeocies v
noe se sabe cual ses la ubiicocidn oy Tuncidn de cada wunoe muach
mEnos Suw oregulacidn, La eonfusidn Aanterior ee deriva del hecho
gLe loe maximoe de abscrcrdn para lo=s diferentes citoovromos b =6

encusenlivran muy Ccercannss tern el vango de 10 nm? vy por tanbtoe, A



tremelapan sus  sefales individuales y se conjugan en un pico

ancho Y Cbm§iéi§;1VéF.rééﬁifﬁdasﬁ;ffl-”

pfésidhf{naiﬁiﬂuaiLy_ éec{o%ials eﬁ =1

En: cuantc:
la esporulacidns no e tiene un gran

que durante la esporulacidn hay un

inciremento generalizado-de: muy especialmente.

1Teva déifEiETE_aL cit agm- Faralele al

incrementc - de citocromoss - también occurre un aumenteo de casi 10

wveces eh 1a ac ‘ida -al colorante vedox tetrametilen—

paféfehilehdfémiﬁﬁ'ffTMFD_11;#45'donadmr cuasiespecitico de este
sector}:fEn'ei-miémo{periddn; ia concentracidn de cit o es elova
'mbdestamente (2 wveces) v 21 cit d no aparece en condiciones e&n

gue el cultive esta bien aereade (11). Asis a primera wvista.

pareceria gQue la wvis del cit c-—aas &= determinante para 1z

esporulacidn. Esta disyuntiva fue abordsada por Taber y Col. en
1974 (413, estudi ando la=s propiedades de crecimiento W
esporulacidn para mutantes con deficliencias en su sistema
recpiratoric., Alguncs de  los mutantes sislados  probaven -Yetu

detficientes pasra cit zao. y &n todos lose casos se  cobservd  un

iz de estos

o

fenotipo asporogénico (noee Torma  esporasls A
recsutltados ha gquedado iopreso en la literaturas como un dogmas
gue el citocromo aso ec indispensahle para la espeorulacidn (48).

Estuvdices posteriocres sobre les miemoe mutantes revelaron gue

ademasz de 1l carencis v cit aze. lose mutantez en cuestidn
Lambidn  Lendan geticmiencias parciales o tofales en otros

citocromes y sobre todo. &n actividades del ciclo de FHrehse (42).
Esta revelacidn plantes la dude de =i el carscter ssporogdnice de

los mutantes de Taber es debido o la, e cuando MENI0S



principalmente a 1a carencia de cit aas o si. . por 10 COTETaric,

1a5.-cafeh:iasf;ad1c1bnale5 en. cadeng reqp:ratur1a y/o ':ic}p de

trebe fson las’

respansables d;rectas c',aditiyasf delf‘fenotipb

asporogénica.

"d:ééuSLﬁe'sele:'iﬁﬁ—déijtaﬁtes empleados

o :-.'_%.;45@;‘ﬁ5ﬁ&:.’"
'}phr”ffaber' a: té:n:ca emple:da no fue

esbeﬁ!fﬁcé para la v;a 1a selecc16n de mutantes

genérico de hemoproteinas.

”La ben51d1na e='v1rada=hac1a el a_ul par 1a5 hemoprote;nac [acia ]

Ten pVEEEﬁ:ia dg:petégidc:de hidr6genn,. asi, con este reactivo es
de  _ésper$rEe_:”qué _Ee 'dgteﬁtén‘ carencias generaliradas e
Kcitﬁcrﬁmdg*y_nnfla'auéeﬁc;a esﬁecifica de la wia cC.—— aagp
. : Conéiﬂeréndn' le anterior se decidid retomar el retudic.
tfataﬁdo de aislar mutantes con carencia especifica de cit aag vy
Nt Con deficiencia generalirzada de citocromos.

Fara cumplir con este objetive s montd  una Prusba
geapecifica de seleccidn pava la actividad de citocromo £

cxidasa gue 0o tuviers interTevrencia csignificativa de otros

citocromos y  actividades enzimdticas de Eacillus cereus, L&

mutante ochtenida noe permitivia deriamiv la controversia sotre la

ocbligatoriedad del cit &&= para espovulacidy v nos  permitivia
eztudiar las propledades cinéticas de la citoovonmoe onidasa o sin

itntevyferencia de la ovidassa &am. ASi MisEMo, la cavenrncia de it

Sam permitivia obtevgr 1ntToarmacidn acerca del punto de cruce

donde e bhifuwrcen las 2 via

11

alternas. eepecificaments =obre 1
Papel del cCitocromes © &n la secuencie de  transferencis de

electronee.



Material y Metodos

Cepas v tecnicss de cultive. Se utilizaron dos cepas de

Bacillus cersts: La primeras Bacilluse cersus cal cete gue

corresponde & una cepa zilvestre aislada povr &) Do A.J. Andrecli
de la Uhilversidaed del estade de Cazlifornis en Los Angeles. ¥
cuyas caractericticas microbioldédgicas l1Ia identifican Como

Bacillus cereus T ATCFI7I (1. La s&gunda cepa carresponds &

wa mutante espontines deficiente e clteocoomo iy . que =3y

atdelante zera vnombrada como cepa gyt a”. Esta mutante Tue
seplecciconada pon- =10 trcapacidad para oxidar 1z tetrametil—

paratenilendiamina (THMFD) ., donadov de electvrones cuasiespecifico
de & crtocrome Gdidess aasm. La reaccion utilizsda pars la
identitTaicacidn de posilbles mutantes Cyt a— =e le conoce como
reaccidin PNADI {30} de tsl manera gue las células competentes
viran el colorante (THFD) de cu Terma vreducida (leucos) a la forms
ouldada (morado) . Las colomlas incapaces de viras ! colorante
en los primeros 2 minvtos de exposicidn fueron zicsladas  come

=

posibles autante= para  Zer conTirmado st fernotipo aan pov

10



espectroscopia diferencial.

La§-¢épa5_éilyasﬁfefy;cyf-a—
vialés'ﬁt&htéﬁiénﬁqﬁ
a'abac,;jyﬁfiitfos$de aiveip
medios | de ¢

crecimientc en el

&) ”Médin~f6fﬁddifiéadu deserit ‘Hanson:et a1 (1&) y que se

"cara:terlzn pnr Bu ‘i%%térmsa (¢.2%h)y como Tuente
de :arhﬁnn fermentable.ﬁj_séﬁe @édiplgnntiene ademéﬁ: extracto cde
levadura al Q. E%,L(NHq)ESD; al 0.8%, KeHFD., &1 O.0%% vy urna mescla
de 531e='“éﬁ ﬂconcentrac1ones menﬁreg y formada por: MgSC.  al
6'62%. NnSDa sl 0.005%: CaCle 21 0.0025%, Cu SO, al 0.000S%s Zn
:BDq al 0 Q005Y% . Fe S0, al O.00005% vy Co S0. &l O.00G002%

.'bl. Medlb de hidrolizado de caseinas descrito por  Sterlini v
Haidestam_(S?) que se caracteriza povy no tener Tuentes de carbono
Termentables. Eeste medic esta ceonstiluido por: hidyolizade
pancreatico de casmina al 0.8%. L-glutamato al O.4%. Del—alanins
al 9.2% y asparagina al 0.14%. La composicicn origivnal fue
modifticada en nuestro labhoratovio agregande la mezcla de sales
menores descrllia pare &1 wedio G, [l medids ez zajuctado a pH 701
con KHeFO,.

c} Ealdo yutritiveo. Ezte medic esta formado pov una mencls
cemplejas de nutrientos v Tue preparadoe al O.8% & partiv de:
preparaciones comnercilales de las marcas Blondn v RifTco. El aedio
comercial estd constituido poev 5 partes de peptens de gelatina v

3 partes de extracto de carngs el Qﬁ Tinal fue de &.9.

11



En tndng los caéns-el biofefmeﬁtadbr fue sembradu con 1.0 L
de 5nGCQJn en fuqe logar;tm:ca—med1a crecado en.zl mismo medic.
Ei .c;ec1mlento-fue segu;dﬁ pnr éEpectrofntumefr:a a 5S40 nm. Al
termznu'fdeii crec:m:enfn 135 cé}ular fuerun cnsechadaE B L&

':eﬁtr:fugat Sharples Twl de5f1ugm'cont:nuo. " E)l paquete celular

fue ;1avada Siveces oo amartiguadar TCM (TTIE—HC1 S0 mMy. pH 7.4

ﬁﬁﬁtenlendq,NgCIg_ CaCle a cnpqu?rac1ﬁn SL0 mM). Los paquetes
a 7 Jﬁfﬁ ﬁasta SU LS.

‘nﬁ dgiamﬁténtéfcyt 8- se sembrarcn de 20 a
PSéﬁ.'ﬁélulac pnr_caaa de Petrz preparadas con agar base 23 g ¢ L
dé medlp 6.  Lﬂ fdrmulm del media B sdlideo Tue la misma descrita
anﬁeriﬁrmantg excgptm que la concentracidn de sacarcosa Tue
reducida de 0.2% & 0.005%.

Las cajas sembradas y dispersadas poyr tridnguleo de wvidrico
fueron incubadas durante 48 hs a 30°C. Al cabo de ese tiempo las
colontas obtenidas fTueron sometidas a la prucba de la reaccidn
N&ADI aplicando un papel Tiltro humédeeido con TMFD ©.1 mb. Al
rabo de 2 minuwtaos s alslaron las colonlas gue mo habian  wvivado
el colorante (leuco & movado) €211 =1 papel Tiltro.
Alternativamente. la reaccidn NADI se practicd & cade colondis
individual agregando una gota (microjerinoga de D0 R1) de THMFD 0.3

mm & cada calomia,

RUFTURS PE  CELULAS Y OBTENCIOM DE MEMEBRARAS. Les células se
resuspendieron en 1 volumen de amovrtigusder TCM que corvesponde &
3 wveces =u peso hdmedo. Con el objete drs evitzyr accidn  de
proteassey se adiciont al amertiguader en este casos con 5 oRg/md

dee  FPMSF fFlueruwro de Tenil-mstil sulfonmilo)d . gue =e agreqo  comno

1@ N



c€rictales directamente en la suSpencién.

. La_ ruptura. se hizo en una prenmsa Ribi (RM-1 Ivan Sorvall

s iohde

_1n:}1~uﬁﬁi.. Bdfbopmtb{pulgﬂ v 4°0 comprobando

baje el micrescoepis vpti la ‘eficiencia de 1a ruptura. Antes

‘de ‘iniciar ‘el dvVado y obtencién de las membranas. la muestra se

duranteiUmzncanDNAsa agitantdo lentamente a temperatura
';é&ﬁ{éﬁfé;paréﬁéii&igér a$iVla éraﬁ visecosidad que dad a la muestra
el DNA 11bE\'adCr “

f '1aéf§-ﬁgfﬁdn dé ruptura Empleado fTwe &l Dyno—HMill wutilizando
perlaE :.-.c.ll‘-:--;-'.'\'(.i.lc:iric--(wAB Dayno M1l11)s de 0.1 y 0.2 om de didmetvos
agitaﬁdo Euperindns de 30 sequndos a 4.500 RPFM v 4°C. For este
'jmétpdﬁ 'el-DﬂA e fragmenta por lo gue no es necesario el uso de
”ia'DNAasé.:

i,as celulas enteras se sliminaron centrifugande a 2,000 3 g

durarte 10 min en uwna centrifuga Sorvall RC-OBE (Du Fort
Instruments). E1l sobrenadante obteniao, e muevamente

centrifugade & 144 4 OO0 330 min. v lavade 2 wvececo [f=Ty

..
"
o]

‘amertiguader TEM en lze mismas condicieones. Firmalmente las
meﬁhrahas s resusperdieron en wn pegquedo volumen ded mismo
amortiguador YW SE Egpararon en  fracciones. para determinar
proteina v actividad respiratoria en muestras frescas. lLas
“fracciones ueadas pera andlisis espectofotomttrice e guardaron &

—700eC, La concentiracidin & la cusl se diluveiron las membhranacs

m

para su estudic fud de entve B & 10 ag de proteins por ml. L
determingcidn de protedina se hire de acuerdo al aetodo de  Lowry
et al (27).

CUrRVAS DE CRECIMIENTO. Con obiete de comparar el crecimiento vy

esporulacidn de nueztrasz  cepas sillvestre vy mutante,  en los

13



distinto medios, se semhrarnn 1a5 dos cepas en matraces can “C
ml dE med1u Y se de;ason :rE:Pr husta la Etapa logarxtmlca media.

Eﬁ-'ese‘ momento =8 tf'nﬁfmria- una~m15ma cantidad de indculo a

+

matra:es cnn medno frescc y se le= 51gu1d el crecimiente hasta TO

(TO % t1empn al f1na1'dal crec1mzentn logavritmico). Despuéds de

.aq,qa y-7E hs 1a :células =e se observaron &l microscopic para

Eva!umr s EsporUlatldn. ' E“perxmehtas de este tipos. se hicieron

';an. las das cepas En mcdzo Gy 5 adicionade de Tosfato dib&sico

éﬁ;i cantidaaes -superipres  al normalmente contenido: Q.0s2%
(17 a_,xa. 02075% (1.5%). 0.0875% (1.75%) y 0.1% (2¥). Una muestra
de_-lés medios inoculiados s tomd a las . L a4 v 8 hs de
cre#imientn para medir 1 pH.

RENDIMIENTD - DE LA ESPORLULACION. Se midid senbrando en cajas de
agar nutviente diluciones de los diferentes medicos en los gue se
dejaran esporul ar las cepas. lacs diluciones vy cantidades
plagqueadacs., fusron las siguientes: dilucicon 10—, ﬁe‘sembr&ron 10
#£l1sa dilucidn 10-&6a. 10, 25 vy 100 pl usando tridnguloe para
distribuir lss ceé&lulas homogenseamente, Se dejaron Ccrecer &
temperatura ambiente v a la&s &4 hrs s contd el "wamere  de
colonias.

TERMORRESISTERCTA. Ceélulas de la cepa silvestre v cyt =, B =

it

sembraron en medio 6 y medic G con TosefTato concentrade dose vece
{6 2x FOa) v =g dejsron esporular (48 heda. e  Ccosecharon vy
lavaren dos veces covt Callls 10 mM pH 7.2, =& vesuspendieron  &n
esta miema scolucidn &n un volumen iguszl @l immicial v [=Y=3
dividieron e dos fracolionEs. [ERaT-1 control ] C) v L&

enperimental gue se calentd por 20 min & BOo'C.  El rendimiento de

14



1 e&pofu]acidn se ﬁidiﬁ en.]a forma antes descrita.
-(—'\CT]VII)ADES FESFIRATDF{IAS. Las actividades ds NQDH.\/ Surcinato
dpshadrmqeﬁaﬁaa.::ééiﬁicdﬁn de”NﬂDH. Suce. vy Asc-THFD  oiridasas
Tuermn med:das de aﬁuérdn & la siguiente metodologia:
Succ1natn -:aV:dnreductasd. Su actividad e determind a

temperatura amb;ente, 'en una me:cla que conitenia 20 mM succinato

rédica; pH 7 q-lIJO mM de fostato de potasio pH B.O, 1.1 oM de

fana::ﬂa metasulfatm (PMS). O0.08 mM de 2,6-Dicliorofencol-Indofenol

(DCPIP)-:.ﬁ:ij ﬁﬁi dE Elmnurn de potasic y entre 10 vy 30 pl1  de
4'membranas}dﬁéiéﬁﬁtenzan de 10 & 20 mg de proteina.

NhDH oxidnﬁeducﬁasa.¥ Se.hizn en la misma Torma gue la anterior,
‘stlo  se sﬁstituyeron 2]l succinate y el FME por NADH 0.5 mM. El
zﬁH del ahortiéuadér para este snsayo fue de 7Z.4. El vo lumen
final fue de 1.0 ml gue se midierchn a 600 nm an un
espectrofotdmetro Fye Lnicam SF 1000, El coeficiente de
entincidn vsado para 1 DCFIF ouoidade Tue de 21 oM™ cm—1,

MNADH + Succinate onidagas fueron medidae en un onimetro medelo S3
(Yellow Spring Inestrumernts) . La mezcla (3.0 ml Finales)
contenis:?

S0 mM de foeTato de potasie pH 7.4, v el equivalente de 1.5 mg de
proteina de aembrana. Despues de incubar 3 min & 30 C e inicic
agregsnde 401 mii  de succivatos o bien 0.5 mM de H&EDH
(concentraciones Tinalesl.

Citocromo c otidasa.- Su actividad Tue determinadsz también por
2l ndtodo polercgraticos en uns merzcla de amovitiguador de fosftato
de potazic 53 al pH &,B conm membranas en las cantidades ye
descritas. Despuds de la incubacidn 3 minm 300, SE  Agregav o

Ascerbelc de =sodia pH 6.8 v THMFD & una concentracidn finsl de 0



MMy 0.1 .m respeclivamente.’ aiactividad de las tres cnidases

“medidas Bstd e te e 0 mg protein=? min™7,

‘AﬂhLislS?yEép GTb? T0O -I'b RQHDSLhT'Las merdicicones e

L RMINGD  DW-2c 11, &
andoien este _]__‘_.-;:.'_a-'.;-,;: ‘celdas de vidric de 1.0
’ﬁittqgehn;l;quiab ?77 ) en celdas de 2mm
 dé ﬁé§5.éémluz | O

:Tfééféigq;iﬁgVEspepﬁrusﬁfﬁé;§h fea1izados:
éifEéﬁéEéfﬁiai¥é;E;tiéi:Eédu&idn menos oridado. En este caso 1la
rédudci¢ﬁ  5&  hizo con diferentes sustratos, NADH 0.5 oM«
euccirnato 20 ml. ascorbato 10 mM + THMED 0.3 mh. o bien com uns
pequeéa cantidad de hidrosulfito de socdico {(ditionital. La
pxidacidn de las membranas en la celda de refererncia =& hizo
agregande unos cristales de persulfato de amonio. Este tipo de
ezpectros se hicilerocn  tante a temperatura ambientes. cCLunt en
nitvrdgens liguideoe.

b Ditiewnita—-CO menos ditionita. Fienbranas reducidas =N
ditionitas ee dividieron en deg. uns parke e uso come referencia
y la otvya =e burbujec cov CO duyante 1 min en la obescuridad v en
presencia de 0.0l m]l de antiespumante (dntifosm =pray de Sigas)-
La madicidn se hize inmediatamente a temperatura ambiente.

e Espectvre diferencisal anaesnabico menos asrobio. Se hicisron
incubando  poyr duplicadoe  membranas en presencia de  distintos

donadores de slectrones durante 20 min a temperaturs ambiente con

b jete e llevarles a anaercbicsics. ftes de conogelar. la celda
de referencia Se- &plild (ven-tén) para tener  aci la muestra
asrobia. Ecte mismt experimento se vealizd en presencis de ELCH
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0.1 mM'y_].Qﬁmm'ehrla celda anasrcbia Y BN otves cases en ambas

celdas.
" Las . membrana 3usad35,3;fu3fbh'résuspendidas en  amortiguador

TCM con B2SY%-d iceérglipara mantener las memhranas en suspensidén

gsfab}g;f" E?ﬁgeﬁﬁﬁgﬁiﬁﬁ dé membranas uaédas fue de entre 8 a
-13 ﬁg"ag?p%é€%;Hé}ﬁﬁf:ﬁl{'

Lacc-n:ent‘*ac:m'nde citocromoe se talculd en los especivos
rééiiééﬁﬁé ”é} f;mpEraturé ambiente reducidos con ditionita en
:preéegci% :ﬁ_éus;hﬁia de CO. Las =siguientes lonoltudes de onda vy
:oeficientas.de gxtincidn molar fueron vusados: aag. E(GO3-420 nm?
=28 mM- em—? (2): cit. b E(S543-575% nm) = 22 oM cm"1 (1203
cit ¢ E(S50-540nm) = 19 mM-* cm—{12); cit a2 E(&L&30-&15 nm) = 8.5
mM~? em™(18)3 @it a25-CO E{(SF0-4605 vim} = 10.1 oM™ cm~2(38): it
o—C0 E{415-430nmp= 1460 mM~1 gm™* (39).

MICROSCOPIA ELELTRONICA. Muestras de las cepas silvestre y cyt
2— crecidas hastp TS en medico G yv G-FO,2Y respectivamentes fueron
cosechadas v lapadae con amovitigusder TEM. E} precipitado con
las ce&lulae onteirzse fue procesado para microscopia electrdnmica en
la siguiente Tormea: incubacidn durante 2 hrs. en gluteraldehide
al 3% on amortigusder de fosfatos 0.1 M pH 7.4, después de
fijade. =2 lavd 8 veces con €]l mismo amortiguador més sacarosa
D.25M duyrante 18 hs. =6 pasd a dunide de ocsmic al 2¥ en el Ml Smes
amartiguados  poy 2 his. se lavd com amovrtigusder v se deshidratd
coen etancd hagiendo 2 cambios en cada una de lss siguientes
conmcentraciones 0. L1 S0, H£0. 70, BO. 204 vy abeolufb, todos

esths pasoc=. s¢ hicieron a 490, S5e hicieron & cambics de dxido

17




de ptvpiiéhélékfgﬁbéﬁéfufa ambieﬁte v =@ dejd inTiltrar con este
réaéti§b :mé5:téﬁ§n. EH uﬁé concentracidn 1:1 durante 48 he  en
.desecaciﬁﬁ..” | ‘ .

_Inc]ﬁgiﬁn;.ﬂias muestras ya infiltradas. -se passron & epon
:bhcéntrado y se dejaren polimerizar durante 48 hs a &0°C, s
éﬁrgar&n y las rejillas fueron tedidas con acetato de wranilo mads

citratu de plome de acuerde con el metodo de Revnolds (3&6). La

observacidn se hizo en un microscopic de transmisidn Jecli-100B.
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Resul Lados

_gstud:ps:sréalizaﬁﬁs Tpor Jurtsmub oy Muller (20) 2r una

‘de especies bacterianas uwbican & B.  cereus como

uria .éspe ie NADL. ﬁegéﬁ{vé por su baja capacidad de ounidacidn o

. viﬁEfde1 folurante.féqouﬂTMPDg_.'DEbidn a que este colorante. por

l=

hedicién girects de las actlvidades de ci1tocromo

Potentialmentes B, . cereus (cepa silvestre) podris

.:gééapabfgléctfmneﬁ & ﬁiQEI de sus é oxidasas terminales (cit ax3,
“&iti.g;-y &it -g) .y de hecho asi suecede come o muestra  la
'rédﬁ&ciﬂn}éignificativa de los cit a3 (y o) Ccit o v cit d (Tig.
f) cuandﬁ las membhirarias de células crecidas en casaminodcidos se
iﬁcuban en presencia de ditionlts. ASia la actividad de TMFD-

tridasa en Bacillus CEELLG seria la suma de la actividad

catalitica independiente de sus 3 ecuidesas termivrales. 10
émbargo; comno =0 verik mas adelante, la acttividad de THEFD-oiidasa
es por mucho,. principalmente debida & la actividad de cit gaa.
Datos previos de nuestro laboratorio (311) indican  que la
citocromo oxidasa aad vy en geveral tode el sistema respiratorio
se sprruentyrs =ujeto o ropvesidn calabdlica durante e! crecimiento
vegetative en fuentes de carbons ferpentables vy gue se induce en
Tuenrntes no fermentables v =obre todo. durante 1a esporulacidn.
E= posible gue la dencominacidn de B. CEreEws COmc  Una especie
NADI- haya sido hecha hajo condiciones de crecimiento qgue
conducen & la represldn catabdlicea de su sistems respiratorico.
Fruebas preeliminarecs vealizadas, en nuestro laboratorioc. con las

ceglulas en Tase vegetativa vy esporulante crecidas ambas e&n medico
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G. demcstraron que en efecto. 1s fase vegetativa eo comporta come

MADI— y 15 fase espirulante come NADI+,

Per: e’ antevior - sdecidimes.intentar

e ‘de imdiima

”réspiratnfibé,:Nthwfenitpﬁaitiéﬁ

sistema . respiratoric . v
posibilidad  de -
esporulay  (cowtrario

decidimos

_hélﬁé;_tﬁempo suficienle

CPET A Que Tse encoNiTaTan en procEsn: de esporulacidn.

Dbhtencisen ™ LS realizd  una

carmu‘
nfjm&ra. éprdﬁiﬁé&idﬁ: 5émEFaﬁHn.é06 §;BDQ Colbniae & Cajas  de
Pétri.[cqh. ﬁedibCGEEG}iaD.j. pq;;ﬁté:él_ crecimients  vegetativeo
-fgﬂaé_?éé-éﬁ}éﬁiééiﬁﬁéfFé}dh-ép'Earéttér'NQDI— por represida el
CaR. =1 pfmb]ém& que %eraetaﬁtd éﬁ ésté'medio fudg el coecimianto
abundanté _y a5i{ deapués derﬁa-hs ce crecimiento. las colomiacs
"Habian hérdidm;sus ]imité&,l'dﬁgervandna& cretimiento oot Lot e,
Faras -fesnlver asie pfdblemé s decldico castigsr ol CAEe 1 md Ente
baSanda la concentracidn de sacartosa de 02U & D.005Y Evi @5 o
condiciones  las colontas crecievon & um diZaetve no mayoy de 0.5
cm Yy envejecieron (esporul ando? g1n Incrementas el tamano
(didmetro) de =0 colonmia. lLas colonias de B, cereus no 22 11380
con fuerre a2l sustrate sdlido (agavy) por 1o tanboy =l agieder o1
THFD (2.5 ml) Wovaglar las Cajacsa las culonles Tlotan W TE

desplatan.  Aszi. g decidid hacery la pruebza MNADL por ane de 2

altevnmatives: Gplicar un papel 11t humedecide e THRD O01 ol

aseguu ande gue el papel entrarsa en coontacio con todas 1

o

colonias. Al cabo de 2 minutos 1

[H]

cajs petri fus observada por

m
o)



‘Fig. 1. Especﬁfpé"diferénciaiesfde.qipiomitﬁfménﬁa ;pEféuITatn
ftra:m__'ﬂﬂﬁtihuw) y:-ﬂfﬁénﬁifa},+ ~§£té;62 ﬁﬁ5¢@ﬁ£inub) de

memby anes  de @g;;llgg ggggug c:L CiTase  estacionaria

tardia.-}Laa.membranaﬁ (Ip‘mgfde'proteﬁnaféhﬁtfml'dé glicercl al

B0y el amovrtigusdor TOH)Y @nlel primer case fueroie reducidas con

Loalgunos Tgrarncs déiditinnit;TLmu&stfa“éxbetﬁmemtal1'y 1z cubete de

e e pfeﬁa?éda':cbﬁiflaaﬂmiﬁma-caﬁtidad de: proteina Tue

nnidaéa"cqﬁ  é1guﬁ&sscriété'é _dc persulfato de amocniit.  En o =l

segmhﬂaltéép“135'memhrundq fuenuu reduc1da5:coh slouinoe grancs de

difimnita-'tahtb" en la cubetv dp 1EfF eNcCis come  ern 1a cbieta

Ewperlmental'_ mlentras : qnm-=la- Cubeta 5P . T e EpEE e

dxrecfamehﬁe;'a CD (burbtj o) duravte 3 minutes en la obhscwridad,

1a dé;referéhci%wfne;préviamenté aevreada.

Con =f1nes .compnratxvm o se muestran en . los LiraTos

obtenidos caﬁ'fmemhral fde'la7cEPa'si1VE5tre de uima Tase de

s
=
0

'crécimentm; s;ﬁilar.y,cmn'una cantidad de proteinas igual

usada parag1a cepé.ﬁutanta () .
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abaje y se marcarom. les  colomias que v habian virado el

coloyrante. . A :nntihuatibﬁ 5E'rétirﬁ-el papel v s dpl1cﬁ i

gqta'da:TNPDfa ]aq cmlon1as Etmn fpnntipm aparentpmente NQDI*; se

Esperafﬂn‘ ntrosfia;minutos y aquéll vC&IDﬁiES: : -;mntinuarmﬁ

rmn el

.negativas-'fueron;hicaﬂés_yﬁtransferidéé'a“uﬁé

mismo medingwdﬁnde-jse Ecmbrd par estr;a alicabo de -5 hﬁ‘_sej.

prupba NﬁDI frnn ‘miere

volwvid s hacer: . uﬁagf cuantas

calorni as. .

‘colonias

Las
veces
Taralizadas por

gducido . con ditienits menos

Cponser vayron las corlovilias [AY ¥

 nxiq5d0_}¢qh' persulfata)

fEnOprD-:Cvt Fara la realizacidn de la presente tesis se
chng1d la cepé':yﬁ a—. com la mayor velocidad de crecimientc v so

procedid & la carscterizacidn gue s precoeanta & coatiruacidn.

Eomposicidn  de Citocromos. lLas cepas silvestre v cyh 2™ Tueron

Acrecidaa en medio G hasta el finel de 1z fase Jogori tmlca voEE
pirocedid & comparar =u composicidn de citocromos po
szpectrofotometria diferencial a temperatura ambiente.

Como se aprecia e la figuwra 1. las células avt a— reducidas
con ditr1omita muestran la ausenclia de maximos de absorcidn a 6035
Y 445 nma zunas especificas de absorbancia pares 21 cit 2am como
=2& comprieba B la cEps s1lvestire. For ctro Tados le mutante oyt
@7 presents los plocos caracteristicoes de cit b 928, 529 v S5Y
nind Ee clare aue la baee icguiecdas (S50 amd del plco S0y miasiims

a S99 =ze encusntirz encanchzda. lo que zuaisre la presenctra ode o1t
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C. Evi loz espectyros realitados postericrmente & 77 F o se wve | que

eata rona de 550 rm s resvelve en un hombro para citoo-

‘Es  interesante e ‘hecho de que el it

~mutante cyt a~ pues para sistemss eucsriontes

se . ha. covsiderado que el £it asn Bs elisitis’ de

de méiime

Esbe onos

Sfuncicnis  s1.8lguna s

dacmisma-frgura 21=)

iTemns mas ts

Jde mopéiide de carbanc’

Yag cepas. eyt a2

presenta ]l espectr
v e 1_‘.’&%{;;‘-;:. Hay: que 'rc-:-:g_:r:-i‘t;!aj:_'.._q:'_gé_",é‘l'f.:ﬂtl"(é'ﬁ:)‘f

citocrems -

con las’

en el del  espec o

espétfroﬁ;baﬁa;ﬁét£§¥iéésﬁ
TpdﬁcidﬁfgufténiuniEianduéﬁ% QJéhisQ{iﬁéarJgpérécen nuEvas bandas
.dEf.éEEﬁfqiéns'%téraﬁtafiatiﬁaéf_déi;cémpléjn ceiteseome oadrfans
'r&dﬁcﬁﬁéQEﬁL‘La cépa tyt.ég'hQEEtF§ ﬂn éshectru con oy mine & S4lé
:y 575”nm'y dwé pailéé,"a Qéd_y Séd nm. - Este ez el espechyo para
el &ﬁmplejn.rde cit o-CO,. .éin ihﬁerf&r&ncjas espectrales  del
&@mpieio cit any—0C0 que se ohbeerva en la misma figura. donde 1s
cepe sillvestre muesstre pilocos a 414 (cit o-C0) v & 430 v 592 o

(it aon—-CD} vy wvalles = 445 (o3t 225-002 0 D&H0 vue (it o—L) . £1

valle & 430 nm caracteristice del cit o-00 e cheerva  come  un

pegquenc hombve debido & la Interferencia causada por &l complejo

cit gza-Cl gue sbsorbe = 930 im.
Fropiedacles e Erecimiento. Al Tomparse las propiegdades de

corecimiento entre la cepa slilvestre v oyl a2~ en medico G (Fig 2&)

1

i



sge observd gue oyt a7 crece lentamente y en  baja  prop0rqi6n.
Mientras que la cepa stlvestre muestra un tiempo de.génaracidn de
27 min. vy oun crecimients masimo hasta ém“¢ =2 &.0, ia“mutantercyt
a7 tiene uﬁ.-fiempm-de gEnEracidn de &2 min':y _dn.:;fe:i@ientw
maMimo hasta Amua = 1.25. |

ﬁurante el'cre&imientﬁ en sacarvsa (medio G).Ba:illu5 cereus
endrefa- al medic importantes cahtidadeéf aa acides organicos
(acético ¥ laﬁtiéo) ququé_sé.tradude én_uﬁé caida del pH (Fig
2A) alcanzade Suw valor minime (pH = S.a. Q.»e._io)'. poeo antes de que
cph;iqya. E1fcréﬁim}gntq; ; Cpn'él_jﬁitim:de-1a_espnrulacién v la
induceidn _a_éL SR. . las c:éluia%ﬂt-i..lj:méaﬁ los acides organices
acumulaaas B2 Ei_medipg' nxidan'uﬂa péf£e'y oira se acumitla e =1
*titnpiasma".:nmé pﬁli;betééhidrnﬂibutiratd que sera la fuesnte de
carbnno-dukante la esporulacidn (1%).

Es iﬁteresante ellhecho ae que la mutante cyt a=— no parece
tener cﬂntrnl-snbfe la acidificaciﬁn del medic v el pH disminuye
cﬁhtinuameﬁte hasta valores de 5.0. ( empiricamente sabemos Que &
este pH, B. cersus To crece ni esporulal.

'Cnn_ lo antéricr surge la pregunta de =1 1 cracimiento v
eﬁbarulacidn de cyt a~ oeurria directamente por  mobtacidv, oo
-.haﬁié 'Sidb propuestc por Taber y cel. en mutantes cyt a7 de Bo
‘:uﬁtiliS' ﬁ-ﬁi la incapacidad para crecer y esporular normalmente
gé:débié'é-ié'félta de control en la actdificacidn, cavsada por
}a-auéeﬁcia.de cyt aam (bhaja actividad respiratoria)l.

Pafa. explorar esta disyuntiva decidimeos Gl &V A las
propiedades de crecimiento vy esporulacidn de la mutante oyt a- en
medio G v medio G con capacidad amorbtiguadora incrementada por la

simple adicidn de una mayor cantidad de fousfato dibasico. En wna

=n3
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primera aproximac:ﬂn A=) decidiﬂ guplicar la cantidad de fosfato

{deal 0.052 al 0 JA y cnma se puede anervar en Ja figura 2b. &)

cnntrnl dpl pH y el crec1m1ento meJorarnn natmblemente (el tiempro

de qeneruczén fuehde QBm:ﬁ.l y tamblén =e fnrmaron ‘eEpovas  al

E=:pEFt1thtE Jldmar la atencidn de

-cabo de Eé hs dp xhcubac:ﬁn.'

. que;_hdJm esfaE‘condic1unec 'nn se pre5entd'la Cd:da tipica de pH

que ée.qbeerv&'enﬂla cepa s:lvgsfre _Eth-probablemente debide a

la _capérid&drﬁﬁqttiggadn a;que prﬁpbf iova el fesfato dibasice

-decibhélQﬁ:uﬂ

SE

d951mlé aprn msrﬁia cpﬁcéntréqjdp”minima de fosfato gue

= requlpre para mejnraf'el :recimiento;yn espovulacion de  la

mutante cvﬁ‘ comparadc [ ‘cépa silvestre. S wearong

ﬂmaﬁrﬁtéé_nefelﬂmétricﬂ= (E 500 . ml) paré.;uantificar el crecimientos

céda' matruhu-c;nféﬁia 50uh1 dEiméﬁib G con fosfato 1¥. footato
1.5X% .y fa=fmtﬁ Eh. CEnoun cﬂnjunto ﬂe matrsces = cembyrd 1 ml de
1ﬁﬁcu10 a:t:vn de la Cefia 5ilv95£ru v e olie. la meEpa ovil i
.LUE matraces.'fuefnn incubados en gOiltecrdn orirital (25 vpm? Hi
SD°C:y se siguide el crecimiento cada 30 min.

Comt:  se puede apreciar en la Tigura 3, la cingtica de
crecimiento de la cepa silvestre ecs semsjante en las 3
concentraciones de Tocfato vtiliztadas mienlvas gue evlt &7 INMicia
Sl Crecimiento con la misma cingtica &n las tres concernlraciones
de FO.,= ensavadas poros & la concentracion de Tousfato 1%
disminuve su  veleocidad v =l poco tlempe deja de crecer. L&
corvrcentracidn 3 permitico wn Ccrecimento sesejsnte al P imel .
alcantarndoase  wna densidad dptics Final cevrcana & la de la cepa

zilvestras., Euparimentos posteriores., que [l s muestiran.
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en la recetz criginal (81

.
b.-E1 crecisiente fue cegeide en un celeriestre Klett usands
filtre verde v loec tiespes de ecperulacién {hrs) indicen el lapse
recesariv para 12 conversitn de los esporanpioe @ espuras libres
y refringeries.

c.-El
viakles
técnics

recdiriente en la ecporulacién esta expresedo CLav Esporas
ferezdaz por a! de wedio y este fue detereinado por la
de plaguer em agar nutrienie, descrito en Ketodes.

KD = no detereinade.

14BLA 1. EFECTD DE LA  CAPAEIDAD AKORTIBUADORA DEL FOSFATG,
ADICIONADD AL MEDIO 6 SOSRE €L CRECIMIENTO ¥
ESPORULACION® DE LAS CEPAS SILUESTRE Y CYT 2
DE Bacillue cereve,
CONCENTRARCIDN DE FOSFATO
) 0,03% 0.062% 0,075% 0.087% 0.1%
- SILY, 22~ aay- sl gd3a~ iy~ GILY. 2dy-

T1ENPD MAXIND )

" DE CRECIHIENTD (HAS} B:00 7100 7:00 B:00 7:00 7:30 g:00 A:00
CRECIMIENTO FIHAL 180 110 108 :1 115 130 17 150
(UNIDADES KLETT)
pH FIRRL CREC. 6.8 6.41 5,48 ND 6.5 6.52 b 4.57
TIENFD DE £S- 24 no ns 24 no 48 24 24
FORULACION hrs. £5pe. espu. hrs. espo.  hrs, hrs. hrs,
RENDINIENTD= DE .

LA ESPORULACION 362109 HD HD g.exi0® Kh f.49%100%  2,4%10%  1.4x109
a.~ En este experieentc e utilizé eedio 6 conteniende lac
concentraciones de FpHPO. cefaladac en cads  coluena, La
concentracién de ¥oHPO, de 0.CDX corresponde a 1@ concentrazitn



1ndac ~Eron fLie cnﬁrenfmd::one% de Tn fatu MaYOfés"qne.EXVﬁya i

mejoran las prnpiédadés fsi mismo  ce

Timateriales v
Teilvestre crecid

bﬂééntfatidhe=..de TosTatho.

& maw:ma deneadud éptl:a (171 a 180 Uh) en el misno

y cnmpletandn la Espnrula:1én (eepnraa libres) &n

‘Ll Fpﬁdlm]EﬂTQ cen o esporulacidm

]diE&iﬁﬁyﬁ un po:m,:-a-médxaa que s ﬂumentd ianCDﬂCEhtrﬂtlﬁh oles
1fusfata. d@sde 3 8% 10-9 equras/m; a 0.05% de fosTato &, 2.4 X
10—D:'espu195/m17::nn O 1A dE*fbsfatn;  Esta disminucidn s e
.cqhﬁiderszé;gniti;ativa. |
:#6G;Vﬁffﬁ: iadd:én_ia mutsnte cyt &7y la conceatracicon  de
'.foefatﬁ  fﬁVn'un efecto definitive en el crecimientc alcanzado en
El..renqimiéntn vy en el tiempo de espovrulscidm. El crecimiento
ralcanTo AN maximo valor {(de 110 UK a 9.00% FQO., hasta 150 e a
i.Qﬁ)_entf& las 7:00 v B:00 he de 1ncubacitn, El rendimiento
tilempo de esporunlacion en lx ceEpa oyt g~ fue dependiente de 1
concentracidn de fosfate. A& las concentraciones de 0.905% a C.0795%%
no se detectd espovelacidn despude de 4B he de  incubacidn. A
Cr oY de Toefaton. la peprorulacidnn =& completd en 48 bes oo un
rendimievto de 149 ¥ 108 gspnrzesmt oy & Ot de Toefato o e

FecuperacoT 1.4 X 108 eeporassml @ 24 hs.
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B. cereus WY B. cereus oyt - B. cereus cyt a-
K HPO, 0.05 % K HPO, 0.05 % K, HPO, 0.1 %

Fig. 4.~ Micrografia de células esporulantes de Bacillus cereus
de la cepa silvestre (WT) crecida en medio 6 (KzHFOa.
O.03% vy cit a— crecida en medio B y medio G adicionado de
fosfato. Las tres muestras, fueron fijadas, cuando la
primera llego al edo, V de esporulacion.

Bacillus cereus cyt a-
Medio G-K,HPO, 005 %

. = ~ . . . »
Fig. S.—- Apsriencia al microscipio electronico de la cepa mutante,
cbternida cuarndo un control de la ceps silvesire llego al Ede. V.
de esporulacion.



Los dastos anteriores ihdican-que bajn cnndiciﬁneg_'dé nH

cantrnladd}‘ ia-

'rpvela Soeum feﬁatipm

c:] lgtu'-".spc-i'd-gen1l:c- ' -aporulaczc-n} en H.

EErBus peﬁa_ da ‘nxnguna maners un-*enbtzpu aspnrﬂgeno como &1

encnntr§dn' pnr cyﬁ'g“ de E.

'gybtiiié;" En la me;br cundl:xdn de amarf19u=mxenhn.‘ B. cereus

cyt'g*fégporulé'cun;unf'endimiento del E?% comparado con la cepa

‘sll?qstre; . Estp -caréctérf o]:qmeaporog¢n1ru nog tndica quer la

carencis de t1t aad CausE probla as en lu ecenomia metabélice  Ae
1la eapnrulac1¢n'.y un’ pnrcﬁﬁtaJE =1gn1f1ca11Vnm£|te alte de  1a

puhlmtzdn, EB?%) es capa:-de coﬁtender cov la carencia de cit Ads

_y'cnmp]cter la e&parulﬁclﬁn. {;Eﬁ nuestra opinidn. 1 cit

e indispensable_ paﬁa_lé}ésﬁ;tqléééén v s posible coneeguir
.méjbrEE .cnhdiciOﬁa; _del.fmedia ge cultivoe para permitar la
eapmrul;c;&n maéiva'dé la cepa oyt a—.

En las figuraé'q y B ose ilustra la apaviencias de las cdlulse
de la cepa C?t a” crecida en condiciones ne pRTMIEIVSE iFosfato
OO0 v permisivas (FO~ 1.0%) para la ezporulacidcn. Ea la
fotogratia al microscopio electrdnicos pansl B, SE apiretCia gue
despuées de 94 he de crecimlento cvt &7 en 0057 de fosteto no
muestra signes de esporulacicon y las células e notanr alteradas
mostrande abundantes: vacuolas come siong de degensyacidn. & Mayor
amplificscian (fig ) se puede ver con mavor  claeidad las
vacuolase v formas aboviivas de espovulacidn (extvema derecha) que

Tueven enconfeadas ea almero muy esSCaso.

For ot o lados lan cepse silvestira (Tig 47) cosechzds después
de 1éd his de incubacidn Liene wna apariencia normeal v auestrs & 1a

U
t
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mayonr . parte de la poh]acién &n.tin eghadﬁ avanzadn de esporulecidn

'tEdm:?V)ftﬁﬁ=lé{ddftei"(*mna blmnca dlnpdedor'del prninplw te de

3a”éndn poua) p]enamente Fnrmad

Flna]mcnte._:el’panel c de la

gy

_fig 'déhueétra'qué en-fnsTataﬂéi el mutante: cyt 57 mejors

rlas celulas lucen

iv mentersU-aparzenc1a ‘o= asincrdnicas
a carte*a totalmentt Formada {(eda. Y). E=
ﬂn ‘Hlcancen a completay

37% eeporule (Tahla T,

gre 21 medie o .

-1'5;-9% Sun i.”éurén' a er térm_z-.'ntr-
medln doﬂdc la"fuentw amzcafhonm principal sea un
seriam loe mds
cyl a3~ dado  qivee

(]dCilCD- Tacébico vy pirdvico) son

:é.cfe+adms Pﬁ méyar cantldad.qUe e 1a ceba silvestre. en cambia.
lé mufante. Cyf a parece no_la tener capacidad para wubilbilcae
Léét65  prnducfn% -a Swme velocidad gue 1mpida su acumulascidin
_éﬁcez;va en el medic de cultive (al fTinal del crecimienic,. e
;indUdénfeifSR v el rcicle de Erebs).
| TDE acuerdo con lo antevior el mutante cyt =2~ en medios  ne
'ferﬁENtahles no debe enfientar los mismos problemas para so
crecimientas v espoyvulacican. FS1 . ntilizando el medlio de
hidrolizsade de caseana (CHRES, wizr Materiales y Metodos). cyt am
Crece 3y @spodula en propurclonss silmilixres a la cepa sllvestre
(fig &)y, En medio CA&AS no hay scidificacidn v al  final el
crecimieals &1 medio tieme un pH de 7.5 comperado con el [=]3]
inicial de 7.1. B. cereus silvestre y oyt &~ crecen mis lento en

medio CAAS ous &n anlceres Termentables perce en cambkico alcanzan

27
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TABLA 1].—VActiﬁidaﬁésjtggﬁifatptiag'én h@m@rﬁnaé de:

Eereuéf,‘céha_SEEVEEtrEfﬁ_tyt“éf'eh'idé medios 3 v CAAS.

MEDIO-G - - | MEDIO CAAS

‘Bilvestre  ‘evi a- a/b Silvestre cvl a~ &a-b
Aady.s oo thy : - . .
Desﬁidrmgéna$a5++h :
—— : 1

‘Suceinato PMS-DCPIF - 84 a8 1.8 220 113 1.9
NADH~DCFIE 55 . 87 0.8 150 82 1.8
Oxidasas++: 3. ' . . .
Succinato o s 5.0 3.0 40 4.5 g
NADH 46 30 1.3 o0 =1 4.3
fAscorbato~THRD : s 11 3.1 75 15 5.0

* Loe cultivos se cosecharon al fine! del crecimiento logaritmico.

+* La actividad especifice de la Doshidrugenasas es
cetmo vomo}l de DURIF red mo proteyna 48 omav b el Cesuw e
lag ocuidacas comi 0 Qradub Stoms e Oy oo Proteina”™?! mrneT .

an enpresadas



den=idadees opﬁicaﬁ-que son de mbds del doble de las ohservadas en

medic  G. . Es interessnte mencionar gue el - rendimienfar en  la

esporulacidn” :FYt‘é‘ no guavdd proporeidn con el crecimientno

ino que =1 nomere de espores formadas (7.4 X
lcineo vemes mayor que en medic G — FO. 2X(1.4

-EStﬁ'nb?isugieré.qﬁé ié composicién del medic CRAS. rica

Tenamincdcidoss  potencia la posibilidad de gue  un

de. :

:ﬁé{pxig_ﬁff gf_qqmpleten la esporulacidn.

Y
I3
15
[
o
L]
tenl
ER
i
ot
b
[n}
1%
=
iy
-~

cepa cyl a.—~  Las  prropiedades de

:cfe;imiEHtﬁu-yf'éépmrulaéibn del putante cyt

1
!

en medio CARS
suéér%;n :qqe-1é cnmpnsi;i@n y fTuwnclidn de su sistemna vezpivaburio
_ gﬁ tgq;eﬁc?a.ide .&?t- Boam era suficiente para csatisfacer sus
.nedesidadesfanergétiﬁas v mu equilibrio redo:: durante crecimiento
v espﬁru]acibn. Com 2l objijeto de tensr unma Jmagen cuantitativa
de .]a cepacidad respiuratoria de cyt g~y sSe procedid & analilzac
las sactividades especificas de sue onidasas vy omadorreductasas
tarnito en medic G come en CAAS presentes al tinal del crecimientoas
comparado con la cepa silvestre (Tabla 111, Es claro que en los
dos medios de cultivos la cepa silvestire expre=a mavor actividad

especifica  para todss las ennimas {(excepitoc RADH-DCRIF en medio

G). Las diferencias cuantitativas penores e encontraran en el
medico [G. meditn que causa represicnn catebdlica en la cepa

gilvestre (15%) v mantiens un nivel bajo de eipresidn del SR en B.
Lerens KT (11r. Asia en seste medic. 2l nmivel de actividades
respiratorias en cybt 27 no lo encontramose muy =le jado de la cepa

silvestre. en contra de 1o espeyado. La diferencia maiima

encafilrada fTue de 3 vecss para succinato odidass v en todoe casto

n
fyid



ia  actividad es bajé.ﬁn'ﬁmhﬂﬁ.c&nés.(cyt a=- = Hudg Eii*ﬁﬁt}ﬂ =
1%).

E'n rriecl ic- CAQ-S:' qtie ' no Cor tieve ft.iél'.%é d_;zy carbo |_.'ic- 'Fr:r mevitable
lal<) se prssenfa repiwszﬁn thdbdlltm'y lé?eﬁhfesiﬁn:déi'SR lieeva &

n1velee de 8 c+1v1d ﬁ'cmnanden b]emente mus.—altos. En ectas

nS d1Farenuzaq entre ; ]ve=tre yt 8= son de casi

NQDH y succ:ﬁaib -"Jdorreductasas y erntre .3

coﬁdiciones'

%'ei’ dob]s_ ﬁaraf

. !Hf-‘-DH) _.'Cr' -.fr-t:es para ]:.-'a&s tsuro:lnai'o) . Lc»_s nlveles de

:t&ﬁ un.cam capartos ya que

ntario

'ei_‘c.'_% Yy idad TI‘IF’D*ce E31 da-“a e

ﬂiv.ﬂad~ﬁ&”b35a-la~re LA cepa stlvestivre oo

“mmédid.fﬁ Teﬁpresémiaf: 5mg;i:1min~1) mde ol

”géhé;"'ia diferencia fue

“mc13v:dad quw Jn'chnjf 

Vﬂé'ﬂfyétea=a (75 n st Oe mg=1  mivi—l).
' Edmh: & .Pcnrdﬂrn el mutmntp :yt a“ fue seleccionade &n oedio G
'( dcarmsa cnn 0 00 % ﬁy }a7djfer9ﬂcia de actividad qur chservamos

&n - la’ Tahla _115 quizas no sEevia suficiente para dristinguir

chramPnLh fa].ﬁfehot;pm MED - Tenemas que recordar  gue  1ze
colohjeE]:se dejsron envejecer 48 hs antes de hzeer  ls reaccidn

_NQDI; p&rioﬁn en ) que la THFD-osidass de 1 cepa  si1lvestre
estér}a inducida por l1a espov-ulacidin v la diferencis de actividad
con la cepa ﬁyt a- debe =@y mavers suficiente pav-ad distinguir los
fenotipos oyt &~ v silvestre,

| Fioor log  reswitados abtenidos en esta tabla vy sakiendo que
oyt 3~ rcarece de ci1t azo es clare gque ] THMPD puede segulr siendo
ovidade con  mucho menor eficisncis por las citocromo oeidazas
alternss ‘it o0 v it oddn. Evr auzencisa dsel cil aeo le
eficiencis pera ecri1der s=c—THMFD bajs cusido menos CLinct  vecoes

feolumne LAAE en Tabla 173,



CTabla 11].'Cpcientéé'd¢ -npreﬁién*,'para lés actividades v conten—
tracien de-ﬁ;tﬁcfombs[de'las cepas silvestre y oyl a-
de7Bac&1}u§:¢éFEﬁé; :recida§'de Ridrolizado de caseina

ve medio. G

o . COCIENTE DE EXPRES1ON

0 MEDTO CAAS  MEDID &

}féiLVES?RE_L Cyt a-
fuidorreductasas:

Sucrinato PMS:bcEIP : L  1.:$13;£fl_J | 2.3
NADH : DCETF : l;ﬁ Lr_é:§?1} - 1.2
Oxi1dasas:

Sucecinato ) ~  2.6 . "_ 0.9
NADH . ' 2.2 0,7
Azc-THFD N - : 2.1 B 1.3
Citocromos++:

Comrse ) 3.0 - 5.0
Do ' _ . 2.4 : A0
Hmoy 3.0 nee hay
o0-co 3.5 2.4

*Fars calculzry los cocientes de esiprecidnm =& dividievronn los wvalores
de asctividad especifice {onidovrreductassse v ouidacas) obtenidos en
meedica CAAS entre lose veloves obrtenidoes en &1 cultivo en medio G
(ver Tabla 11)

*+los cocientes de expresidm parrae crtocromoes s cslould de la miema
M & pere & pachiv de los  waloces  de la Tabla v,



CEn. el caso de las actividades dopendientes. de surcinsto £

medic CAAS, EE  interesante que . los niveles. de  succinato-

citidoreductasa | sonapenas 1.9 vetes o

gue &n la ceps vt a7 (f

.succjngfﬁf'ﬁgiaéséj” Enis;}vg;ﬁféflﬁg Ve
_égi,iﬁmég-éﬁE:GH ;ﬁd%E$bh£é en | .
.ténéﬁdé?ﬁn R -
'rerp;r@tar1e;_ E=tn

o g

oyt ’af.;~=Esf5&ntgresani Fhivoodriigm

phaseili’ _‘.ui'r.a s - MADT =

FREsntE n:"Eles ba oS de succxnata o 1dasa {(Mario Sobev i
nte 3

Comuniﬁaclﬁn‘ persanalz ﬁlnqunn dé 1o= 2 Casor contamos crn

Ldmas explicacidng -

Lo cope’ silvestre Cereus. tiene una  mejor

euern:dn de :us act1v1dades resp1rator1ds Y cltocroamoe s medy o

_de Cﬁﬁq que en medxm G. La Tabla IIT muﬁqtra lag cocientes de

1hduu::dn' (ac+iv1dad E(pEEJffC eﬁ medxm'bﬁﬁa divigdida entive la

actividad fénl para 1&5 =3 cepms silwvestre y oyl  a—,

_:necldas hadta 1a etapa ELta:1nnnr1a. Ez evidente que pars todas

la=  sctividadE§' el‘cnciente de induccipn es mayow (=10} la cep=
5;1§eétFE  éue Ensla cepa cyt a7 pero, en 2! mejor de loe casos
?NQDH:V éucﬁinato__uidasas) 1a_dlrergnc1a B un poco Mayor que el
rdﬁbié“”ﬁé;émhaféulé silvestre ve 0.7 en oyl a~ y 2.6 &n srivestre
vs 0.9 .Eﬁ cyt a- respectivamente). Feor el contraric. en los
cocienteg para indlucoci1on de cltociromos gue se muwestran e Tabla
I77 tealonlados a partir de loz datos de la Tabla 1Y) muestraos

qute Ia capacidsd de rnduccidic para ca1t £ v cit b es maver &n 1
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Fig. 7.— Espectros diferenciales treducido con ditionita,

oxidado
con persulfato,

de las membranas de células en la fase
estacionaria tardia (10 mg. de proteina /7 ml de glicerol al S0%
en TCM). En A los tracos corresponden a la cepa silvestre
discontinuo} crecida en medio 6 vy medioco de
B, los mismos tracos
continuol.

(trazo
casaminoacidos. En
corresponden a la cepa mutante (trazo

Los espectros se hicieron a la temperatura del nitrogeno
liguido.
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cepa ovt &7 gque Bn la cepa silvestre. ezt QUITaS Zes uns A TOn
cnmpensatnﬁiaj_paya'activar el . Tluje de electrovres on la via  del

citip. e puidasa alternativa que reemplara al cit apo &0 1 cops

B. cereus cepas silvestre v vt a8 .

de proceder a; mmstrar lo= eapeciror de las membranas de la

Y  ComMpararlos

-wepa . gilvegtrﬁ, cmnsidero aonC A

15 cuant;fat:vn de c:fpc:amnr wpemEsdng

-aermbimq~én B v en wmedico  de

tabla ]V muEsfra qug»la“mutéciﬁn cyl z- no

]a eap eeznn de !u c:?ncrumn g:g@, Dumw ¥ O

=‘Eb3 mvd:o G la cppa sllvestre y 1a mutante Cwt 2= eHpremarci

'flok m1=m05tn:ve]95 de Jtigzmog-(ﬂﬁﬂﬁ rmol/mg preteina™) v B el

caan;defEQSJCitpcrbmaﬁfgggv'y o=cos | la cepa cyt s~ expresd 1.3 vy
3.2 veces mis respectivamente cuznde se 1B compars cow ls g

-ailﬁéstté}.g;cbmp"se_ puede constatar en las figs. B s 10 1a

mutanﬁe'ﬁyt‘g— nd‘mueahrﬁ la presencia de ci1t san.

" En  _&1. 'Cééo“ de las ecélulas crecidas en medie de
'ﬁasaminhaéiausﬂ {T=bla 1IY¥), las membranas de ls mutante cyt a-
muestyran :Qna éxpregién cuantitativamete superior & laa cepa
silvestre, este oewvyid para todom les cirtocromtoss siendo de 1.6
VECEE, maynf'par; Ci1t Comwe bemms v de 2.0 veces para el cil  o-co.
Taﬁﬁ&ﬁn en este medic se detectd la presencla die C1t asn =2n 1a
mutante cyt a—.

Los  resulbadoes avterioves 1indicsn aue 1z mutacidn cwt

afecta de manera negetiva vy especitfica la enprezidn del cit  a

Y oQue Comb conmecuentia de ests mutacidn v opirocbablemnente debldo
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la dismrruecien &n la caparidad de transporte de eleftronme: v/o o a
una bajas en la eficiencis para conservar energias. &l mutante oyl

Eantidadide 1

8= Compensa.. e::pt‘-és.arid_c-_' ,nQayc-r Fotros Ueltocromos

particufétmeﬁtEp'_dE,lé_btféib

Ew. “la’ “Tigura.7.se compar
(ditiemita  menbs  persulfatc)

digcontinua) vy e

medio deshiidrolyzade

.

FonA - alfea e abaorbancis

S6ER nm) o sel resuelvert 3
correspondigntes a olros tartos

530 nm) v gams (430 nm)

diferenciss discermblez en suse

masimas " de - abséreidn. .’ Esz- ) importante comentar que la

cuantifiﬁatian"ﬁara;'tifq¢rumo‘ b mostrada en  1a  tshla IV v
Cdistingue ni considera leacoantribucidn de catda tipo de o tocrome

B oen lawrégﬁdHVQfdé:éﬁgofti&ﬁ; e médime de abiztvbarvcia para los

8 tipos - de citoorome b (SS56. 998, SeP nm)  se  sobhreponsn oy

confunden los Splcos haciendo imposible U rescliucion
cuantitativa. Er  terminos generales €olo podemos decir e

o

curxlitativamante log 3 citeocromos b ecstdin piresentes en cyh a-— v
g la conceanlracidn swreds de leos 3 s supesrior gue en la cépa
=1lwvestre. Debide a esta tots] vreducclen de los citocromeos b no
se aprecian en esta Tigura les pilcog v hombros cormrespondisntes =
c1t © {4184 SB1 vy SGH0)s los gue i podemos apreclac Claramente en

1a figua B &n los que E& Weairon otvos suetratos coamp donzdnres de

electyones.

M)
ES



Fig.

558

ASC + TMPD

\a A 0.051

; IOA-O.E AA-0.0SI

4~ SUCCINATO —__

E.— Espectrese diferencilsles reducido—oxidado = TP, e
memhv &nas de cerlulss g 1l Tase tardisa de ocrecimiento.
crecidass &n medio CAAS. En prezencis de los ciguientes
sustr atos: MEDH. Surc. v Azc.—-THPD. Lzs membransas de le
celds de referencis e oiidaron agregandoe uncs crictales
de persuliate & las mentranas. En todos les CaRsaSa la
centrdad de protociasg de daeabs one usedas TUe de 11.% mo
de gliceral &l S0 W oea TERM.



L cuanto'a] citrncrome aam (ﬁQQ y 6O nm):es‘evidentefque la

wepa =1]“estrc ln e“prpsa C“_Eﬂnbld des -apreciéhlesg tanto  en

SmeEdlc "casam}ﬁaécidnS}' lLa eepa

eyt oA é pfeziﬂﬁ pars  este
citnckoﬁd.- ayigue . llamar 1a- tencidm de la PTEEEHEIA de wir pico

dL ﬂhsnrczﬁ Pl 2 56 manz[;esta en ambas cepas stle en @l

'de*¢asaminoé:idﬁs, el mismo pico no
= e omerdio G. BEste: pico e
c:fncanmu ux:da ad. Easie ci1 locrome TLe friv

p ra E.'cereus ey nuestro Tahoorates 10 (150

d94BEUEfdQ;CGHhElgEEQQEmE_d@ regulacidn establecido. su enpresican

C'l‘..‘.l.ll"‘_l"&u -

Chajas tensiones’ de Oms  ansercbiosis o duranbo oo

 cfEc?m%éHt;"aéééﬁi#qﬂgn;fuentes'de carbono de utilizacidn  Icrata
momo qgff'fpl-Cmsn déi}médi6 CRﬁ5. Es interessnte que ls awlante
ryt é—_hm';h ﬂerdlda i la capacidad de  eupresitn la  de
|equ1ac1dn pﬁ_ fu#nte che carbnﬁo para s=ela clitocrenn oxidass.
” Dehidmf:a' qué }é meE Aoy enpresicn del SR occury o sy omeedao e
:ultivn 10 férmentabie, decidimns anndliloav lose patrones o
reduccion - EVUEadGEI por NADH. stccinato v ascovrbate + THMFD  en
membyranas  de células oyt g- crecidas en medic de  casaninoacides

(Fia. &).

En lous [SR=FRE={ Lvos e 77 K [.lLrle':!llL!&u resal ven e fuima wlaros lus

piloeos crrezpoadientes a cltocrome Bt gectacande &l caso de
HEC + THMFD donde e amicanza &1 adstime nivel de veduccidd- Le

reduoecidn corn MNADH © s&sc + THFD demuestra gue la mutante oyt &«

s pessc de la ausencra de ot

W

TR Elgne & essindo cantidades
normales de cit cS50. e#ste resultado es un tznte socprendente yva

que come  meEncimnamos con sterloridaed, = ha sugerido que  en
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crucarictes el cit aaw, & traves de . su subunidad 11. sirve come
punte de anclsje para =1 cit o c..

©L PRt o S gue recordar que el  ciltocromo  © de

 é¢£éS-E5§thiana5 (3} s5e  encuentea

'ﬁémﬁﬁ;ﬁa.y no se pairerde duwranhe la

: ié#-ﬁembranalee coma oCcurye =2n @l

-(éiél'i

- .;6bservamns gue taxnte &1 MNEDH

dé;kéahgtiéﬁ W S2% v BEY e en el
s e pIchal el

VI . ey

w

En la.cona SorFets &1 stecinats reduce un pree & 4824 nm gque
por su posicidn torvesponde a un citeeremo b. Con ninguae de los 3

sustralos encontranos sugerencis de gue o] o1t am ente precsente.

I

resultadoijue:_egbm e acuverdoe con low especlivron de ditiocoits

Tigura 7.

L

mostrados en 1
"En  cusntoe 21 citocromo ds zelo &n &1 caso de ascorbate +
THMFD encontramos evidencia de su reduccidn & &30 nm.

Efecto del Clanuve sobre la gepspivagion gn las cepss seilyesics

a= . Lag crtacyocine onidasas bhactecranss puasden SE
gistinguidas por su sensibilidad = 1nhibidores de sitico 11X COms
& nitrurcs sulfure v cianura, o tambidns por gu sTimidad vrelativa
&l O Ewvi trabsjose previos de vwestiro laborstorio (.11) =6

ctemeors by que l& €3t 8Bzn =e o

m

racteEvica por oo 2lts mecneibilidadd

=1 AW (liap = 2.5 pM) misntirse gque las outdasas c1t o Y

LFL)
I
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conooyalmente 1= d T U L & e covcentraciones der RRmE]

considerablemnente mayores haré.ser inhibidas.,

c“t“' *prééupﬁnéTqﬁé

del ot aon éﬁflé'éeﬁ
ECH para:
Léf,flgurn

nccurhatD“TMPD-;“-

cyi‘ 2= quea__:- atracidn de  1CH

de 20 PN la cepsa

EilVEEtT&' nl&ﬂtluc' todavia

deté:tamba_el.BOV dPZTR.TMPﬁ"dR daqa dp la'cepa cyt a—. Cirsacdo

HADH 'ésf el la cepa silvestve la

reEpitaCEﬁﬁT3muest ”Vuh, cnmpnﬁtamientd bifasico inditando  la

partzdipaciéﬁﬁ de ndf ‘der una V:a en el trangperte de electrones.

Debido a quéﬁla_activ1dad sumada.de las wviidasas tovminales de B

CEreus 'attdr 11m1 samte pare la velocidasd ries

cereﬁg RS-

'rg P]rﬂC]Un a: pﬂrt:r‘dP MADH (7) erternces el LOT erbaris sactuando
Comt e 1nterruptar gque & baja conmcentracidn nhibe 21 T1luio  de
LIELtroﬂEE é-través de 1a via cit c-aan vy desvia gl Tlujic hacis
19'-v{éf meros sensible (cit o y/o cit dry. De acuevdo & datos
mhténidog por Escamills v Benibto (D). &)l FCH a bajs concemtracidm
o :hareae tener mayoyr efecte sobre Jla wvelocidad de yewpicaticn
prmmoQida pev MNADRDH v 1la ceps stilvestre.
En 2] case de 1a cepa cvt @~ =zoloc etisten lagw vies Con mavor
resistencis v por tanto no 2o ocbhegova ] componentes cinetico cde
alts esensibilaided. Lo conrcentvacidn de cilavuro causa una

ivihibicidn proovesiva v lineal de la respivacion promovaida por



M

Ev. ninguno Cde loes casos anteriores
g :

gseﬁljega a  tener la

inhibicidn  total &ebidm:afﬁue Ta dpidaéangﬁ”e;" xtrémadamDnte

resistente al KON Uy . reguiere de- concentracionss  gque  causan

s -

efectos nh-especificos sobre ‘ctros componentes de la cadena (9)

tia=. “La presencia de cit

y 20 la 1nmensa MaYOTy i &

=3

e oz  dases, CEw . backerias Vs presencgidide cit g ccuvre  en

aquellas especies que Presan cit . ase (99 . A e Citoc

y

i

am Forman un binesic estruckiural- funcicnal .

L concentracidiy del /€18 Semeen nuestroe mutante eyt &

resulte -Ser  tan.alta comes en1a’ cepa silvestre (ver tabla  Twy.

En  un  reporte previc delhuestre . laboratoric €11)  se  habia
demostradn que - la expresidhn 08 cit Esse ¥ Tit Zas  =zeguian un

pateorn He_ 'regulacibnj_paralela- Y  dque  se encontraban =0y

concentyaciones muy cercanss. . Azl a Ternes1ones de O o e

anaerobicsis  wsu cmﬁcenfraci&n descrende e Torma paralela hastla
ﬁiveles no cuentificables .o éu m&sima enpresion ocurve durante &1
crecimiento aerobic =07 fuentes de carbone oo fermentables v
durante s esporulacidn, independientenente de l1la fuente de

carbomo utilizada pacrsa el creEcimlento vegetealive.

Tode o anteyrior =uvgeriz que &1 it Ceea , 21 Cit et s
eicorhy akban ascciladns g maANETE ENCIUE1vE estructural Vv
furncionalments fTovrmarco [EN3] comple jo E] ISR de memtiravia v

posiblemcntes fromendo parte de vn mismoe opecrdn & nive] genético
iregqulacidn pairelelald. S1m o emhavrao. 1o presgenrix de ceantidades

elevardan de cit Comma &N MESEE0 muetente ovt a2— v poy (<R AN W] =1

v

ur
.



R Les de De Vf]j-et al (‘) demus brandoe que el cit” Eﬂmm_.POdi?

actuar dﬁmp donadmr de electroﬂes =N prrpnraclnﬂvﬁjfparciélhehyef

: \'lEI.E y

putificsdas_ de. Eit : dp Bar111uq'rubt:]1

-b-atal de aver1guer =1 EHIEi:B alquna leluriﬁn'fu ci

ﬁr:t Cﬁmﬁ y ‘el czf o En EI mutahta cyt a—' 9

SEiE é&u’;‘. y del cit

_g-=en presenc:a-de E_concentraciaﬁg§ dE, La’ et tooy oo

e

-ﬁﬂidéga_ug Bac1]1u= ggg'gg i

;ianuto mPnorea que 1 um.y.seﬂihliﬁe “cnh:cnﬁfacihnes CEYCanes

'a'f. M_(? 11).'1De”&5ta manera_ 1a 0x1d Eibn de citocromo ©

Cmim ]nh]bsu Dr Tmrma =1mu1tunea a ]a arlddcxén del cit o podilamcs

Eugetir"quey_el-cit cse encuentﬁa fuﬁCiunalmente aeociada & a

‘citboromo ouwidasa g,

Fara. visgé?iéér. 1é  ;§;6aciaﬁ Fse .hizo | espeCircaCopia
.diferenciél a 7?'H :omﬁarandﬁ 2] espectro reducido con NADH en
cmﬁdicioﬁée de'aﬁéérnhiogieq teniemdo todos los cltoortmoz @ =0
héximo'_nivel de reduccidn (celds elperimential v Cemaay ando
contra la misms preparacidn en condicrones cerobias  (preparscion
ouigehada justo antes de la congelacidn. celda de referencial.
En adicidiria la celds de referencia. 2N un esperimento conbtiene
KOH 1000 pM oy en otee euperimento ls concentracidn de KON fues e
1.0 mH. E1 ciranuro debe tlonuesss 1a oxidacidn del cit o oo =1 iz
concentracidon de FOM es suficiente para inhibhivlo.

Evr 1a faigura 10 vemes lo=  rezultodes obtenidos en el

snperimevto antericr: Cuande e wti1lica PN &4 concentyracidn P0oph

i

e la  celda teostigo. b= ooidacidn de oit o6 v cit € ocurve

simul tammngamentes.  Observamos picos prepondevarnies a ST v 549 am

i



Fig."

10.~ Espectros  diferenciales anaerébio-aercbio a 771 de

membranas de cit a-. lLae membrenas. ze incubaron
en preczencia de NADH en reposo y a temperatura ambiente

Sdurarantie 20 min. .  (eaperimental aneerobial), justo antes de
congelar, un duplicado se agito para tenelo como referencia,
a' este se le adiciono con FCN ©.1 mM ¥y en ciros cazos 1.0 mM,

o2Jo.0s CONDICIONES &
NADH
55,?59 ANAEROBIO Vs, AEROBIO

630

!

KCN O mM

csToos 37 KCN 1.0 mM

£3%




correspondiente: o it o v @ SR nm‘.cofrespnndiente-.al

complejo de it Domm — 0.

Pﬁr-i -.&é-iioﬁ mM 7smiﬁ‘

Caparece esapavrecido  las

mat

[}

‘quienes’sugirieron que

Pmr:ptro ayigue coﬁsideka¥fdué-la pridacidn del oit

mms CCUFT & Aun: &n

i

e

FDN 1. 0 mH. Ho ez clarve =1 &t
citacromd—iééfﬁéété”ﬁnxdaﬁdo dlrect meﬁfe ¢ 51 su ouidacidn esthe
v:n:uiadﬁﬂi%_jla &1tnc}omo o idaza'g cuva  preseencra es nueshioo
mutmlte c?t]gf;fueldemastrada_e%pﬁrtrnscmpicamente (1o 7y wusanco
ditéoﬁjta’.Eahoz:reductdr; Debidea = su p=quens coeflcienle de

extincidn ® melar (cyt d 630-4650 = 8.0) v & que en el exper 1merilo

‘planteade se  visualizan niveles parciales de oxido-reduccidin,

geria muy dificil poderlo observar en petas condiciones. £l
citoovromn Dmwm— i 28 reducicdo poyv THMED (nn 5= moestrs ) 1o QU

sugiere  gue se trata de wun citocremo b de baio potencilsl vredos w

por tanto su oxidacidn divects con origens seria difical.



‘Discuesl b

Trabajos previpe - en el laboratoric, han demcstrado  1a

presencile’ cde tres citofrens okidssas en Bacillus cereus.  aungue

‘Bupresidn

durante &}

niveles de,

crecimiento janaer

B 1= mismo crecimiento. (anaerdbicy

perce. Bnopresencia de riltrato suprime la enpresien del citocrome o

v ooE] conservande la expresiéndel cit. o. En cualguiera de

eztas  dos cnﬁdi;ian&a.'m:urrm que la capacidad resplratoris

ehdégena_y-estimu}aﬂa‘por sustratos (succinate vy NADH) se deprime

grandemente. :debidaia la baja expresién de las deshidrogenasas.
En :Esta cdnﬂici&nl Ei bacile crece muy lerto y e  incapazs  de
espﬁfulér."ﬁééuita dificil decidiry g£1. ] crecimiente lenta v la
i_.\"ncapat:idad- para esportlai.  sO0n congecusncla de la nn enpranidn
tdel cit. ass v/¢ de la coaida en 1o capacidad recpiratoria.

De este modo,. &= necesaric buscar condlciones en que Sse pusdz
‘eliminar la eupresidn de une o dos oxidasas =i afectar le
capaﬁidad respivatoria  celular. de preferencia emn condiciones
serchiicas de crecimiento. La estrategia que coasideramos  mas
viahle para alcanzar estos reqQuuilsltos. e &1 zaslamiento  de
mutantes rvespiratoriase con defectos especifioos &n la eupresidn
de alguns de las citocroemo onrdasas.

B 1

W

W

pressnte tesi1s 2 aprOoveCharon @Hper 1 enc il ac previas

ev =l ar=lamicento de mutantes espacaTicas de 1l actividad de
THFD-oridasa &n divereas seoeclevs baclerlanas (2028450480 . Ern

3



:algunos Casoe la:écﬁiﬁidaq.d&_THPDfnuidasa‘ha'Eipp:asmciada a - I

funcidn. del “:itqcéﬁmﬁf o 'Bé):Y.en thos§; a1 1§f_fﬂn:i¢n del

citocromn ‘Enclas- aspecies

citocromos. gy

_hﬁer@@fags aptyada povr 21 hecho de gqgue 1a
Luﬁédn rastre espectrasctpicn de clt fsm.
. yb&idésa muy baja (Tabla I1) & pesar de
: s cantidades increamentadas  de las

Citﬁcramds o (tabla TI1) v d. La schividad de THEFD ouidasa on 1la

cepa | oyt a—- fue 5 veces mentr nue et la cepa silvestre, [=]=2u
tanto . Se pueads presuniy gue los citocromne o v d podeiean

Contribusr con un maMimo del 20% en la sxctividad de THMPD-ouidasa
en la cepa silvestre. Esta difTersncia en la eficiencia
catalitica, permitid detectar mutantes que carecieran de la cit
asm por su Sinple fenotipo THMPD-coitidasa —.

riginatmente se bhabia previsto la posibilidad de zislaorv

mutantez THMFDT caventes de clt aasn 6 Ccarentez de it £ & tambidn.

carentes de ambos. En verdad. tanto el citoocroemo € como &1 aan
estén cstaliticzaente tvvplucrades & le onldacidn del THE
(3.2, E1 hecho de gue ne havamnoese podido zislar gstazs mutantes
ev HB. cereps podriz deberse & unas de B2 oratoones: &) Mo se

Y4 ]



ENMSEYSTON UN MAmero guficiENtemente grande. de colonias O. By L=

Carencia del c:toctamm c nu ser;a cnmpatlhle con 21 crecimiento

o cztncrnma ademas de la via de aags

aevrobio dEbldD
Tueré,nege _Lalternatrva-lver adelante) .

N e HBfAéfléué éé:amilla v col. ti1)
'*Qe]itiﬁIESSE regula de manera

ehEidn”dg Oms sugiriends un mecanisno

'Egula 1on y una relacidn intima en su funcidin.

b4
Aesportlac1&n ,de Ea:xllus cereus en medio con fuente de cavbono
,fermeﬁtable (flns 2 vy 3). En medio de glucosa (medic G) la cepa

:cyt: a— acidifice importantemente al medioc (pH < 5.5, Fig.2)} v
:éstb, detiene el crecimiento e imposibilita la espovulacidn.
Doblande la capacidad amurtiguadora del medio (KaHFOL . figs 2 vy
é) se mejoraron notablemente las propiedade:-*a. de crecimiento y el
rendimiente en la esporulacidn (tabla 1), Asi mismo. la cepa cyt
a— se desarralld adecusdamente en medics con Tuente de carbong no
fermentable como el medio CAARS (Tig. A) & en el calde nutritive
(peptove de caselina vy extracto de levaduras recsultados que no se
muestyran).

Loe resultades antericres sugieren que la carencisa de cit
aag disminwye la Capacidad de tranncporte de elpctronpo dcl SOR.L oy
con ello. en medice Termentszble, es incapar de msxntensy un
squilibyric adecuado entre la velocidad de produccidn de Acidos
organiceos (glucdlisis sevdbicsa) v suw conldacidn por cieclo de Hrebs
y s2lstema respiratorio v édsto, lleva a una acidifTicacidn extesiva

del medio.
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facillun cerpus come especie facultativa muestra wna  gran

p]aeticidﬁd' aduptatlva @n qu :re::mlenta a_:uélquiér ftension  de

3n"igenn'_y] en uUSEhEla de,éste:puede ut111-ar Cptroe  aceptores

f:nalp= de clectrnnes como. Nitratosy fumaratn (11} Contrastande

.;cmn Estafgran plasticidad:idelestado vegefatlvop la esporulacidn
la aerdbica a

condicidy ‘que comparte con oiras

Canaerdbias obligatoriacs),

Algunas que: "mientras el
crecimients e curre - en condicionss  de bonana
eﬁéﬁgétita X c1ﬂn_emﬁede en condicicones de limitacidn

nutrlente= del] medio se han agotado vy por

tantﬂ'su equzl;brlo es endeble"

o

El rend1m1ento en El :rec:m;@ntn vy la ezporulacidn de oyt &
fﬂéfrmenp}'ﬁué en La.cepa =i lvestre. Aan en condiciones de  pH
cmnfréiédn'ien .medin G f(fig. 3 y Tabla 1) & en medic ne-
fermeﬁtaﬁié (fig. &}. Le anterior suglere gque el parametre Y&TP
(Af?._gintétizédn por mocl de  sustrato consumido)  es, bajo
cﬁﬁdi:ioheé Gptimas. algoe mencr en cyt - que en lx cepa
ejlvestre, A este respects Se  ha segeride (35,:42)  que el
rendimiento energétice (ATF) derivado de la wvitilizecidn de una
nfra citocromo oxidasa ese diferente. Se: ha probado gque &1 cit
agm bacterlano es capaz de translecsy protones (350 . Fara o1t o
5610 en el cast de E.  coli se ha probado actividad translocadora
de protones (3) sugiriéndose la edlsterncia de diterentes
citocromos o en bacterias (2,177,350, En €] caso del cit 4 el
concenso sugiere guEs no tranclocas protonese v simplemente actdas

como vertedero de poder veductors (35).
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Suponiendo que e]1 cit. o _de Bacillus cereus no tenga

actividad "trahsﬁfﬁadafa}da_ﬁrbtﬁﬁeﬁ;”:éhthnﬁég el rendimiento (Y

ATF) seria

s5ilvestre. Esta situacidn

e&i@iehfn de la cepa cyt a- vy

a' esporulacidn.
diTerenc al‘de_las~o>1da5és_terminales hacterianas.
'élf'caso de:

Citoeromo

_béjaéquhééﬁfta iqﬁe$ dg”KbN {Kiap = 2.5 pM), mientras que para

inHibir | "la’. actividad "de la ouidasa cit o se requirren
,concentracicnes‘superiﬁres a 100 pM. En el caso del mutante cyt

§f la actividad de THMPD-ouidasa nme mostrd el componente cinetico
de alta sensibilidad (Fig. A?) y este resultado estuve de acuerdo
con su fenetipo cyt a-—. La actividad de MNADH orxidasa en la cepa
eyt &— requivicd concentraciones de cianurc altae para solo
mostrar  wna inhibicidn pavcial (Fig. 2. Este resultasdo es
cemejante & los vepovtados anteriormente para cepas silvestires de
B. cerevs orecidas en condicliones aerdbicas (11.,25.31). L&
apavente i1msEensibrilidsd de MADH  ocuidasa & EHEMY en eyt a-
contrastes con la alta sensibilidad de 1z THMRFD oxicdacsa de la cepa
silvestre (fim. P la  cunl comn  ya s& comentd. depende
cuantitastivamente., de la activided catalitica de 1la via it o
D8 m . Ls aparente insensibilidad de la NADH-onildsss podiria

explicarse s1 se considora gue la cums de actividsdes de las
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ouidasae__terminaleg_nu san’ 21 factor limitente para le velocidad
de respivacidn Con NADH.  Asd, | éiEﬁdofla‘Dééhidrogenaﬂa de NADH

élmfactor,1imitaﬁte'ﬁﬁfa'fé,Qeléciﬁéd de respiracisn (Escamilla,

£ 1984) . - entonces @l KON a bajas concentracicnes estaria actuando

£ome un interrupt

.seﬁﬁiﬁlefﬁdit§ 

:;Qngecuenteﬁente) lo incrementa por la o
‘las viss més resistentes al KCN (cits ¢ y d).

Habitualmente -

mitﬁﬁbﬁar:aif?anga; laqéiﬁocrnmn onidasa aan &= la dnica ouidasa
termina}. .Eﬁ bacterias laa esixtuacidn es més complejas
recientemente. ANraku (3 ha publicado ura revisidn en donde
‘elasifica & las oxidasas terminales en 2 clases Ccon 2 subgrupos:

~Clase 1A: Citoevomo © oxidasas conteniendo hemos aam ¢ Cady.
~Clase 1B: Citocromp ¢ oxidasacs covtentende heme o.

~Clase IT1 A: Duinol oridasas conteniendo hemos by heme o.

-Clase I1 E: Ouinol ostidasas contemiendos tiemo b v hemo d.

De acuerdo con 1a clazifTicscidn anteriors las oridasas de la
clase IE. comtienen hemo de tipo o v 51 embar-goe utilizan
citocromoe © come donador divecto de elpctyronecs. Ee intergsante
tiacer notar que todoes los casos descritoes pertevecen & especles

"bacterianse gue  tambien poseen cirtoovomo o

2
o.
il
]
LY
10

S - FATEY

Bhedobacter capsulatsa. Bhodobacter sphasrcidess Bhodobac ter
palusliris vy fssudomocanss seuginess. De ezta maneras la presencis
de citooremo € oen nuestra mutazaite oyt z—» et Ja cual np exisben

tracase de cit &8s v 2 cambio. exislien cantidedes incrementadas de
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£it . ¢y sugeria gque este citocrome pudiera estar actuande come

donador de electrones para elicitocrome. o

-T;Esta posibilidad fue

avalizada mediante.’ 1o speEctros deloXidacidn en. presencia de
cianuro (Figs

e

kﬁstrééﬁlfadas

identificada’

}1éﬁi;pxidasas del tipo IH. presente en

ﬁnrakuﬂusugiéﬁe;gqq:
7éféahiﬁmégi;QQé”ééﬁbiéhfpoééeh axidas=a 1A, podrizx funcionsy como
via alterﬂé paré el t;ansporte de electrones. hbajo condiciones
donde el ouigeno fuera foactor limitante. Este pleanteamisnte sdlco
seria valido en siltuaciones trvansitorias de bajs tensidn de
ciigenn ya Que la sintesis de citocrome £ s reprime en cultivos
microaeretilices de B, cergus (11) v de otras especies pstudiadas
(35). Ez= interesante el hechto de que este tipo de menbranas en H.
CEreusE mpbsEen muy beja capacidsd regpiratoria. Bajo ectas
condicicornes de cultivo encontramos buenocs niveles de  HNADH-
decshidrogenasa v de citocromos b oy O pero niveles despreciables
de cit € vy &85. Es poeible que 1a baja capacidad vespiratorias de

laz células microserocfilicas vy anserdbicas sea debidas a 1

e
carcncie  de ciftcoroemo oo Este planteamiento pedria ser probade
tratando de reconstituwlr la  actividad de NADH-oiridass cent

citotvroms ¢ eundgent.
La dispoiibilidad de un mutante de B. cergus cerente en cit

s#fm Y OQuWe ot capsz de crecer y 8sporulay en proptiCl6NES CETCaN&s

I

la cepa sillvestve. abre verice caminoes de investigacidn ve
F C




citocro

Ya via de it

podrizn contestar preguntas importantes sobre la bicenevgética

del  crecimiento -y o esporulacidn | bacteriana. Alguhes  de  los
problemas que pueden.seér sbordados serian los siguientes:
1. Revisien a’de composicién.y organizacién de los

En: augencis de cit aan podemos disecar

ldsV*tdmpungntesjihvulucradqs}a;la*tfansferencia de slectromes de

E.i'Eilij£éthV¢Yt-“ icépag:dé éspnfular y serd interesante

'avérigﬂar:.déf_qUé’méhera se compensa la ausencia de cit  aga  €n

céluia.hadrer? éndﬁgpmra,

3{_:E1 mdﬁanﬁeigyt a= expresa cantidades incrementadas de cit o v
esta condicidn podria Eér aprovechada para intentar =11
purificacicrr. |

4. FPuirificade el cyt o podiia sev reconstituide &n liposoamas v

saber asis si1 tiemne actividad trancslocadora de protones.
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La mutarte caracteriTadas ﬁarﬂcefdefcitqcrqmb

VDitpcromm'g =15
citorrome o 25 tha cit

'fuhclnhaz7ﬁnmﬁfuh&‘viajﬁltaﬁha.eﬁﬁlaiCadena respiratoria  de

esta bai:fer'xa .

podemncs -_aau_ff_l_x_r- ’

COMCLUS IOMES .

peErce co_rﬂ.i ene © itoer rme g Y , e_st.—a _t‘.‘] t1 'I.HC—.!
inducida. entve 2.y iﬁu@
hré@ﬁﬁrss i&,f&ﬁ?
r #1201 |'1rr:r" P el Era

=T

Fromtsrho @0 mOmo e mr'-“h l:-

La;uzporu]aciﬁn_uqurhe en sENd 2 E et om . oRidass. aala

e gue andica gue e

quiE ceste pr m'cesat:o e -fl 1:—5‘&é e citucirone ouwida

&5« apa:-' s0 ] 'a__' o

y tiene un

comnocyr kamiento _para] g- ProponEmns Oue

‘IIC' \'_‘l:l l’T'l.E [~

BVI'i:l'aSsi 'r:v:-ﬁ bhreme ¢ e

L_a. -=\r't:|.v1d—n:i I:IE- .TMF’D o 1da==a r-'-m:c-n'll ad:-. fue o veces mentr

en _nuestr'a.mutante que en la ;Epa eijlvestre. pov leo tanbo

ql.lE' ) _l:]- tC|l;l'Cll|l‘;l =3 K3 Vv ._ILI‘:.].'J lerinzi e oy

par ticipan tan eblo con un 20% de la respivacidn backsrians.



bates »tonr e Coven ]

findreclls A.3.. Suehiro. §., Sari

Yivancos Bl ﬂLafa}'-J.C_ }yfﬁiutej

ETa R

Yoafligr

M.C.

recovery ol forespore of ‘Bacillus cereus. .

1166,

D.e  Tak

j{;Bactg

—oli. TIBS 1®: Bea-mbs.

'y Fonings.

Fl. (1233) Struc

fsubf11: NEE.,Eurnpean J. Bicchem. 131: 27-

De $-ijs M. Burgs FB.ov.d. Koningss

potentiometric analysis of cytochromes

J. Hicchem. 1&6: T8-S

Dois  R.H. v o Halwvorsoom. H. (124H1)
transport systemz in vegetative cellcs

cered=s. JF. Bact. Bl: DI-S5E.

(2L S ¢

from

103,

198%7) Spectyval

Bacillus

emmto-

(1973) Fe]a ASE &

H115: 115

- . Arin

Un1_ers:ty oF Ca]lforn1n Fress. MNMol.

3.!
gl

?....

ZR{S; €1987) The aevobic respiratory. chain

I

tural anmd

%funtxonaltprnpertxer of cytochrmmp ¢ oxildzcse Trom Bacillus

CEEeLs .

Coampairison of

and spores of

and

Euvr .

glectron

Bacillus



‘B, Duworl:in, M. (19B5) Develwpmental Biology of the Bacteriz. (The

i

.Béhjamip: Cuﬁm;ng$aPub;i5hiﬁg Co} Inci) pp_aa4q§ Califormia.

"RQMirézj R.y Del Arenals 1.F., Zarzozss B. vy

. 7(1987) Expression of cytochrome oxidases in

':;Hacﬁllu5_ 'f cereus: - ETffects of oxygen tension and carbom

source. J. Gen. = Microhiol. 133: 3549-3555.

1?. Felin,.J.A. y Lundrens D.G. (1273) Electron trarmsport system

asspcisted with membranes of Bacillee ceveuws duving vegebkative

grdﬁth avd spovulation. J. Hact., 160: 473-477.

13. Freese., E. (13981 Initiation of bacterisl sporulstion in
Sporulstion antd Germination. Proceedivgs of the Eight
Imtermational Spore  Confevence (H.S. Levinson. FAal.a
Sonenheln. D.J. Tipper eds.) fmer. Soc. tor Micvrobiol.

pp i-12. dashington. D.C.

ta. Fovitnasgel F. oy Fresce. E. (19468) Analysis of sporulation
matants 11, Motazimte klochked i the citrie secld gyole. J. Bact.

Y3: 1431—-1438.

48



“ i

. LY aop i .
o SAUR pE Ty e
15. BGoldman. M.y B]umentha], H.3. (1%44) ChaJ@Bﬂ@ﬂﬁ%@ermjnal

respifatary:'ﬁathwayﬁ__df intsect ceelle of FRacallus cereus at

variQﬁﬁ{stagéﬁ;nffdé&eiﬁpméht¢ J. Bact. B87: 377-3204.

R v, F.'.-. \',, Halvorsems H.O. 11263).
7. I Metaboliem of &scetate by

T. Bact. 85: 0Sl-a60.

nispordlating Bacillue meqsaterium

EO: J@ftéde; Mhiier,_'w.c. (1275 Bacterial ferminel

Conidazes. Crit. Rev. Micrabicl. 3: 399-458.

-91;"3Qr§§mﬁﬁ;- B 3. v Yang. T. (I15B0)  Ouigen reactive
hemnprmtéih cnmpﬁnents in bacteriel respiratory eyvtems. it
bivgrsity of bscterial respivratory =evetem. (bvicless 00T,
:Editor) C.H.E.: Frees, lme . “eed . I: 157-195%. Eoraratons

Florida.

22. FHité. Foow tonisni K. vy Andralbu. W (1%984) Terminsl onidssec

of Escherichis cell aerobic vrecspir=tery chsin, 1. FuirifTiestion

el propertieé of ovtochroae beo.e-0 cowrle: from cells 1vn Lhe

a4



B4. -

26.

a7,

a8

Hlofet,

Froduction

L&ng s QfFé{ .

in Hacillu

w1y enponential phese of aerobic growth. J. Riel. Chem. 25%9:

HALE-ABT4.

Chappelle; E. y Freeses F. (1969)

= amnermal o celle and

lization of membrane proteins in

ot Ba:ilJUEfgﬁbfilié.f'Gr:h. Blochem. Hiocphys.

Kita,. K. vy Horikeshi. I. (1786}

:Fﬁfﬁpéﬁffeé}of‘a'cytnchrmm& bSe0-d  compley. A

the aerobic | respiratory chiain of

memhréhé;bﬁﬁﬁd?ﬁé;p;ratory systems pricr to and during spoeorulation

Seereus’ end 1ts relaticnship to mesbrens structure. J.

waky;:'dqu’ Roserbrought, U.J.s Farrs A.ll. vy Randall. R.J.

L (1951) J. Bicl. Chem. 1938:265.

Lééiﬁk};ﬁ'RJ- (1981 Sigma Facteors. Stage O Benes oand

Sﬁprulatian in Sperulation and Germination. (H. Levinson. A.L.

" Bpnenshein vy D.J. Tipper Ede.) &mevr. Sec. Micrebiel, pp 4B-Sé.

Hlashingtons I.C.

. l_t;ldwiq', E. (1987' Cvtochremse © onidese n Probacyotes. FEME



Microhiol. Rev. 46: ﬁlfﬁé.

< (N Haer S —(}Q?B}ZGehétic mutatjdn afecting the

.

.'resnirét é{gdtrnnétrabshoﬁt fsyété@_ of the photoaynthetic

;bécteﬁibn Rhndﬁﬁéﬁﬁdumbnéé*#ap?ulaté;fj..ﬁécf; 114: 1045-1051.

F. y Strobel, G.A.  (1970)

‘a’ cyanide-resistant strain of Racillus cereus.

---32;'H§iﬁe}ﬁéy
o o Déﬁlfm tétfnnjaf“gr0wth and respivation of the wild

ﬂéD Thﬁidége-négative mttant =tirain at

“Anctobacter vinelandii. . J.  Bioenergetics and  Biememnbranes.

Y a6 .
33. Prebble  J.N. (1981) Mitochonodria, Chloroplasts and bacterial
:_méMﬁﬁgnes{ pp3bS Lenoman ed. London,. MN.Y.

4. Fooles K.K.. Scotts R.T.. Baines, B.S5., Salmon, 1. y Llovds Do
SO198E) . Identification of ecvtitoctirvoomes O and &3 &= functional

terminal oxidases in the Thermophilic,  baciteirivin, FE3s FERS

tLetters 150: B8I-284.

35. Fooles Rt {19893) Bacterial cytochrome oridezes. &
stiructurally and functiorally diverse group of electron—transfer

profteinse,. Hlpchem. BFiopthive. Aota T24a: 205-024

J6. Reynolds. E.5. (1983 Thoe use of feod ciirate i bighe pH o an
electron opaqgue ctean Tor electiron micvoscopy. d. Cell Rigl., 17:

BOE-311.



S37. Setiow,--P; {1981 Himchemigtry 'qf.iba;tefiéi Torespore

develupment and spore germinaticon in Spordlation and Germination

(tH.5. 7 A.L.Senennhein *1D:J;"fipber Eds.) Amer. Soc.

2™

T Micrebiw

andftheir epectral

535 ROA-213. 40.

ta

Methods in Enzimology 186: 145-153.

'ﬁf;-faEéFQ_ H. }(]974) Isolafion and piroperties of cvtochrome a-

deficient mutante of Bacillus eubtilis.  J. Gerr. Microbicl.

B1: a35-444.

m

. Tabers M. vy Fresse. E. (1974) Sporulation properties of

4\

ceyvitochrone a—deficlernt muetants of Bacilluse subtilas. J. Hact.

120 1004-1011,

43, Tochilubos k. {1971} Changes im0 terminal respiratory pathways

orf Bacallus subtille duraing germination cutgrowth and vegetstive

grouwtbi. J. Bact. 103: 05S2-661.

ai,. HWilhkinzoi. J. v Ellarv. ) EX (1975 Morphoaenesls oF Ehie
gtnts - aonee - roonad zlectron Lyansport  syvetem i enairulaiion

Baeilluvs megslerium M. Eur. . Bicochem. 55: 131-13%.



a%h. Hi1l 'I&s;f-n,-‘ d.C. y  Jobans - FL £197%) Mutante of -Faractccus
:;c_ig_ni't_[_i'ig_t_:éi'is. deficient in c-type ci,fj._cu_:hv;,':-mé's 'J.. Ben. Mcrobiel.

CM15: A4F-4S0.

b, 'f;HaddncL. B n. v Bbkéﬁ.;biﬁ;ﬂthela; A Mutamt

"den:tr:f:cunc def::1er\t 1n u:ytnl:hrt:-me & + an. Fems

-S'tt.lr_.'%ies orr cytochirome c
L Eleaad coaplesr  from

1031-1036.

"?7‘?) Early events duriao

v Adv. Microb. Physiol. 20: 103-162.

T



	Portada
	Resumen
	Introducción
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Literatura Consultada



