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RESUMEN

Bacillus subtilis tiene forma de baston y se encuentra en sitios como el suelo, el agua o en la comida. Como bacteria Gram
positiva, cuenta con una sola membrana, por lo que no tiene un compartimento para el citocromo c, sin embargo, respira con
la enzima citocromo ¢ oxidasa. En general, no causa dafio al hombre y algunas especies del género contribuyen a mejorar la
microbiota intestinal. Esta bacteria es la que mas se ha estudiado de las Gram positivas. En esta revision se hizo una descripcion
de los diferentes complejos de proteina que integran la cadena transportadora de electrones de B. subtilis, y de las asociaciones
que ocurren entre estos complejos. También se describen la regulacion de la expresion de ellos y las posibles repercusiones
de su funcionamiento y asociaciones con otras proteinas de la membrana celular. Con esta revision se presenta un panorama
general de la cadena respiratoria tan especial de esta bacteria y la importancia de su estudio.
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Bacteria from the Firmicutes kingdom breathe too: the respiratory chain of Bacillus subtilis

ABSTRACT

Bacillus subtilis is a rod-shaped bacterium that is found in soil, water or in food. It is a Gram-positive bacterium with a single
membrane and cytochrome ¢ has no compartment, but it has a cytochrome oxidase. It doesn’t cause harm to humans and some
species are used to improve human microbiota. This species is the most studied Gram-positive bacteria. In this review the different
protein complexes that form the electron transport chain of B. subtilis are reviewed focused on the different associations that can
occur between them. Also, the review focuses on the regulation of their expression and possible repercussions to their function and
association with other proteins from the membrane. With this review, the intention is to give a general view of this very special
bacteria and the importance of studying its respiratory chain.
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INTRODUCCION
Quk Es BaciLLus SUBTILIS?
® Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva con
6 forma de bastéon que forma endosporas (Kovacs,
2019). Seencuentraen el suelo, en el agua e incluso

en los alimentos. B. subtilis pertenece al reino Firmicutes y a la
familia Bacillacea. Lamayoria de las especies en esta familia son
aerobicas y anaerdbicas facultativas o quimio-organotroficas.
Se encuentran en ambientes diversos, en temperaturas entre
los 30° y 65°C, en pH acidos o basicos, con alto contenido de
nitratos y salinidades altas (7% de NacCl), etc. (Slepecky &
Hemphill, 2006). Tienen pared celular y forman endosporas
que son su forma de resistencia cuando las condiciones son
adversas (Khanna, Lopez-Garrido & Pogliano, 2020; Setlow,
2006; Schleifer, 2009). A Bacillus se le considera el género tipo
para esta familia y a B. subtilis Cohn, 1874, la especie tipo. Es
una bacteria con contenido de G+C bajo, menor a 50% (42.9
—43.1%), (Schleifer, 2009).

B. subtilis TIENE UNA PARED CELULAR PROTECTORA
La bacteria fue descrita con una pared celular formada por una
capa de peptidoglicanos que son polisacaridos compuestos por
dos derivados de azlicares: N-acetil glucosamina (GlcNAc, por
sus siglas en inglés) y acido N-acetilmuramico (MurNAc) que
se unen por enlaces glicosidicos 31,4 a las hebras de glicanos
y se alternan dandole rigidez (Bhavsar & Brown, 2006;
Madigan, Martinko, Bender, Buckley, Sattley & Stahl, 2017).
Ademas de un tetrapéptido de L-lisina, L-alanina, D-alanina y
D-acido glutamico que se une al grupo carboxilo del MurNAc.
Los tetrapéptidos se fusionan con el MurNAc por enlaces
peptidicos; con acido meso-diaminopimélico (m-DAP, por
sus siglas en inglés) que es otro tipo de aminoacido. Con los
enlaces peptidicos se forman entrecruzamientos en direccion X
y Y que le da fortaleza y resistencia a la pared celular. La capa
contiene los acidos teicoicoy teicuronico (Angeles & Scheffers,
2021). La pared también tiene polimeros anionicos y acidos:
teicoico (WTA, por sus siglas en inglés) y lipoteicoico (LTA,
por sus siglas en inglés), que unen a los peptidoglicanos. Estos
polimeros son ricos en fosfatos que le dan una carga negativa
a la pared, caracteristica importante en la cadena respiratoria
como lo muestran los trabajos de varios autores.

LA COMPOSICION DE LA MEMBRANA DE B. subtilis QUE
ALOJA A LA CADENA TRANSPORTADORA DE ELECTRONES
B. subtilis tiene una membrana celular formada principalmente
por fosfatidilglicerol (54%), fosfatidiletanolamina (26.8%) y
contiene 0.2% de cardiolipina, ademas de otros fosfolipidos
(Muchova, Wilkinson & Barak, 2011; Garcia Montes de Oca
etal.,2016). Enestudios recientes los especialistas encontraron
la existencia de microdominios en la membrana de B. subtilis,
que ayudan en la localizacion de ciertas proteinas ubicadas en
la misma estructura (Bardk & Muchova, 2013). La cardiolipina
es un componente util para los complejos respiratorios y para
la formacion de los supercomplejos. Los autores observaron

que en las mutantes carentes de las enzimas que sintetizan
cardiolipina, el supercomplejo bsc+caa; se disocia con
detergentes como el dodecil maltdsido que es suave y que
mantiene a los supercomplejos en las membranas de bacterias
silvestres (Mileykovskaya & Dowhan, 2009; Arias-Cartin,
Grimaldi, Arnoux, Guigliarelli & Magalon, 2012; Garcia Montes
de Oca et al., 2016).

LA CADENA TRANSPORTADORA DE ELECTRONES

La cadena respiratoria (cadena transportadora de electrones,
CTE)de B. subtilis esta formada por varios complejos de proteina
embebidos en la membrana celular. Se sugiri6 la presencia
de estos complejos desde que el genoma de la bacteria fue
completamente secuenciado de acuerdo alo manifestado por los
autores (Kunst et al., 1997; Moszer, 2002; Hederstedt, 2021).
Gracias a ello, hicieron una lista de complejos respiratorios y
con el producto génico se conocid su peso molecular, asi como
el descubrimiento de algunas de las asociaciones entre estos
complejos en la membrana de la bacteria que captan electrones
del metabolismo celular para llevarlos a la menaquinona, el
acarreador mévil hidrofébico, que a su vez transporta electrones
a varios complejos aceptores terminales de electrones. En la
Figura 1 se muestra lo hasta aqui expuesto en un esquema de
la cadena respiratoria de B. subtilis con los complejos que
reciben electrones para la cadena (NADH deshidrogenasa,
succinato deshidrogenasay glicerol 3-fosfato deshidrogenasa),
el distribuidor hidrofébico de electrones (la menaquinona 7,
MK-7) y las dos ramas de complejos en los que se distribuyen
los electrones son: la rama de citocromos (formada por los
complejos by y caa;y los citocromos pequefios ¢sspy Css;) Y
la rama de las quinol oxidasas formada por las oxidasas: aa;
labb’ylabd.

En la Tabla I esta la lista de los complejos respiratorios de
B. subtilis, incluye sus nombres, su funcion, los genes que
codifican para cada uno, ademas de los grupos prostéticos y la
masa molecular aproximada por subunidad y por monémero de
complejo. LaTablaesta organizada con los complejos donadores
de electrones, la rama de citocromos, la rama de las quinol
oxidasas y la enzima nitrato reductasa que, en condiciones
anaerobicas, es el aceptor terminal de los electrones en (Winstedt
& von Wachenfeldt, 2000).

L oS COMPLEJOS TRANSPORTADORES DE ELECTRONES:
NADH pESHIDROGENASA (NDH-2)

Lainvestigacion de varios autores determiné que este complejo
oxida al NADH y reduce a la menaquinona 7 (MK-7). Se
encuentra unida a la cara interna de la membrana celular de la
bacteria. Es una proteina soluble con dos dominios de unién
a los nucledtidos, que tienen el plegamiento de Rossmann, y
que consiste en un motivo estructural de hojas beta y hélices
alfa en la secuencia: beta-alfa-beta-alfa-beta (Shin & Kihara,
2019; Nelson & Cox, 2021). Con tres sitios de union para:
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Figura 1. Esquema de la cadena respiratoria de B. subtilis. Se muestran los complejos que donan electrones a la cadena (NDH-2, SQR y
GIpD), los acarreadores méviles (menaquinona, citocromos c;ss, y ¢ss;), los complejos que bombean protones (los complejos byc, caa; y aas)
asi como los aceptores terminales de electrones (oxidasas caa; aas;, bd'y bb’). Se indican la rama de citocromos y la de quinol oxidasas,

e: electrones, H: protones. Modificado de Picon Garrido et al., 2022.

flavin adenin dinucleotido (o FAD), NADH, y la MK-7. Este
complejo no bombea protones, por lo que pertenece a las
NADH deshidrogenasas tipo 2 (NDH-2). En la secuenciacion
del genoma de B. subtilis, en el afio 1997, propusieron seis
diferentes genes que codifican para NADH deshidrogenasas:
yjID, ydgl, yutJ, yumB, ndhF y ahpF por tener un dominio
de unién a NADH (Kunst ef al., 1997). Demostraron que la
eliminacion de yj/D produce una disminucion del crecimiento
de la bacteria, pero la eliminacion de los genes yumB 'y yutJ no
la afectan (Bergsma, Donen & Konings, 2005; Gyan, Shiohira,
Sato, Takeuchi & Sato (2006). Bergsmay colaboradores aislaron
auna NDH-2 de B. subtilis al utilizar el detergente triton X-100
paraextraerla; sin embargo, los autores no laasignaronaun gene
y solo reportaron la composicion de aminoacidos (Bergsma,
Strijker, Alkema, Seijen & Konings, 1981; Bergsmaetal.,2005).
Recientemente, se publico el aislamiento del supercomplejo
NADH-bcc-aa; de la bacteria Corynebacterium glutamicum,
una bacteria Gram positiva con alto contenido de G+C. Este
supercomplejo lo obtuvieron con el detergente MEGA (9+10),
que los autores denominaron el “supercomplejo extendido”
(Takazaki, Kusumoto, Ishibashi, Yasunaga & Sakamoto, 2022).

El analisis de las seis secuencias de los genes que propusieron
como NDH-2 los llevé a eliminar tres de estas proteinas

como posibles NDH-2 y mantener a YjID, Yut] y YumB
(Tabla I), (Ramirez Avila, tesis de licenciatura, manuscrito
en preparacion). El mismo analisis les mostrd que las tres
proteinas tienen la region de union a FAD y NADH, asi como
el sitio de unién de la MK-7. YjID y YumB tienen una hélice
alfa hidrofébica en el carboxilo terminal, para union a la
membrana, pero el carboxilo terminal de YutJ no tiene este
dominio en (Heikal et al., 2014; Nakatani et al., 2017). YjID
tiene una masa de 41.8 kDa como monomero. Se identifico a
la proteina YjID por medio de geles nativos revelados por la
actividad de NADH deshidrogenasa y proteémica en (Garcia
Montes de Oca et al., 2012; Picon Garrido et al., 2022).
Esta proteina la encontraron como una banda de 50 kDa sin
asociaciones con otras proteinas de la membrana. En estos
experimentos se utilizo digitonina que es un detergente débil
y permite aislar a los supercomplejos de la membrana, por lo
que es posible que la NDH-2 de B. subtilis no esté asociada a
otros complejos. Hasta el momento, desconocen qué favorece
la expresion de YumB y YutJ. La NDH-2 esta propuesta como
un monoémero, tal vez un dimero que se une a la membrana del
lado citoplasmico (Heikal et al., 2014; Nakatani et al., 2017).
En la levadura, Saccharomyces cerevisiae, las tres NDH-2 se
expresan y se asocian entre si lo cual podria pasar también en
B. subtilis (Fang & Beattie, 2003; Yagi et al., 2006).




4 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol. Vol. 28

Tabla I. Los complejos respiratorios de B. subtilis. Los genes que codifican para cada subunidad estin enlistados por complejo respiratorio,
el nimero de identidad de Uniprot, asi como la masa molecular de cada subunidad y la masa total por monémero de cada complejo. La
Tabla esta organizada por tres grupos de complejos: donadores de electrones, de la rama de citocromos, de la rama de las quinol oxidasas,
otros aceptores de electrones y la ATP sintasa.

DONADORES DE ELECTRONES
Complejo/gen UniProt ID masa (kDa) Grupos prostéticos
NADH: menaquinona oxidoreductasa .
NDH-2 (N ADHq deshidrogenasa) FAD, NADH, menaquinona
yjlD P80861 - YILD BACSU 41.8
yutJ 032117 - YUTJ _BACSU 36.8
yumB 005267 YUMB_BACSU 44.8
SQR Succinato: quinona oxidoreductasa
sdhA P08065 SDHA BACSU 65.2 FAD
sdhB P08066 SDHB BACSU 28.3 2Fe-28S, 3Fe-4S, 4Fe-4S
sdhC P08064 DHSC BACSU 22.8 2 hemos b
Masa total del monémero 116.2
G3Pdh Glicerol 3-fosfato deshidrogenasa
gipD P18158 GLPD _BACSU 62.36 NADH
Rama de los citocromos
bgc Menaquinol: citocromo ¢ oxidoreductasa
qcrA P46911 QCRA_BACSU 18.6 2Fe-28
qcrB P46912 QCRB_BACSU 253 2 hemos b y hemo x
qcrC P46912 QCRB_BACSU 28.0 Hemo ¢
Masa total del monémero 71.9
caa; Citocromo c oxidasa
ctaC P24011 COX2 BACSU 39.9 Cu,, hemo ¢
ctaD P24010 COX1 BACSU 68.9 Cug, hemo q, a;
ctaE P24012 COX3 BACSU 23.1
ctalF P24012 COX3_BACSU 12.5
Masa total del monémero 144.5
Citocromos pequeiios
cccA P24469 - C550 BACSU 12.6 Hemo ¢
cccB 034594 - CY551_BACSU 11.8 Hemo ¢
Rama de las quinol oxidasas
aa; Menaquinol oxidasa
qoxA P34957 QUINOL OXIDASA2 BACSU 36.1 Hemo a, a; Cug
qoxB P34956 QUINOL OXIDASA1 BACSU 73.7
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Tabla 1. Los complejos respiratorios de B. subtilis. Los genes que codifican para cada subunidad estan enlistados por complejo respiratorio,
el niimero de identidad de Uniprot, asi como la masa molecular de cada subunidad y la masa total por monémero de cada complejo. La
Tabla esta organizada por tres grupos de complejos: donadores de electrones, de la rama de citocromos, de la rama de las quinol oxidasas,

otros aceptores de electrones y la ATP sintasa (continuacion).

Complejo/gen UniProt ID masa (kDa) Grupos prostéticos

qoxC P34958 QUINOL OXIDASA3 BACSU 22.5
qoxD P34959 QUINOL OXIDASA4 BACSU 13.5

Masa total del monémero 145.8

bd Menaquinol oxidasa

cydA P94364 CYDA_ BACSU 52.1 Hemobyd
cydB P94365 CYDB_BACSU 37.7

Masa total del monémero 89.8

bb’ Menaquinol oxidasa

ythA COSP90 YTHA BACSU 48.5 Hemos b
ythB 034505 YTHB_BACSU 38.7
ythC D4GOF5 DAGOF5 BACNB 6.1

Masa total del monémero 933
Nar Nitrato reductasa
narG P42175 NARG_BACSU 138.9 4F eﬁfiﬁfﬁﬁiﬁ?iﬁﬁﬁfﬁ) de
narH P42176 NARH BACSU 553 3[4Fe-4S], 1[3Fe-4S]
narl P42177 NARI BACSU 25.1 2 hemos b
narJ P42178 NARJ BACSU 21.1

Masa total del monémero 240.4

ATP sintasa

atpA P37808 ATPA_BACSU 54.6
atpB P37813 ATP6 BACSU 27.1
atpC P37812 - ATPE BACSU 14.2
atpD P37809 ATPB_ BACSU 51.4
atpE P37815 ATPL BACSU 7.1
atpF P37814 ATPF BACSU 19.2
atpG P37810 ATPG BACSU 31.7
atpH P37811 ATPD BACSU 19.9
atpl P37816 ATPZ BACSU 14.5

Masa total del monémero

534.8




6 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol.

Vol. 28

SUCCINATO: MENAQUINONA REDUCTASA (SQR)

La enzima succinato deshidrogenasa (SDH o succinato:
menaquinona reductasa, SQR) oxida al succinato y reduce a
la menaquinona-7 (MK-7), (Hederstedt, Maguire, Waring &
Ohnishi, 1985; Hederstedt, 1986). En estudios realizados se
afirma que se puede crecer a la bacteria con succinato como
fuente de carbono, sin embargo, termodinamicamente, esta es
una reaccion desfavorable por los potenciales redox que tienen
(el par fumarato/succinato con un potencial redox de +30 mV
y MK/ MKH, de -70 mV). Este complejo no contribuye a la
translocacion de protones, pero se ha demostrado que requiere
consumir protones para reducir a la MK-7 (Schirawski &
Unden, 1998; Schnorpfeil, Janausch, Biel, Kroger & Unden,
2001). También funciona como fumarato reductasa (QFR, por
sus siglas en inglés) al contribuir con el gradiente de protones
(Schnorpfeil et al., 2001). Se concluye de estos datos, que la
SQR requiere de la fuerza proton motriz para reducir ala MK-7.
En las mitocondrias al afiadir succinato, se producen 2.5 HY,
pero en B. subtilis sélo serian 1.5 H, ya que se utiliza un H
por oxidacion del succinato y reduccion de la MK-7 en (Hinkle,
2005; Nicholls & Ferguson, 2013a; Picon Garrido et al., 2022).
Esto puede ser significativo cuando se analice la estequiometria
ATP/H" de la fosforilacion oxidativa de B. subtilis.

La SQR esta formada por tres subunidades codificadas en el
operon SdhCAB (Hederstedt, 2002). En 1a Tabla I se muestra la
informacion de cada subunidad de este complejo, la subunidad
SdhA contiene al FAD que se reduce con los electrones del
succinato, lamasamolecular del producto génicoes de 65.1 kDa.
Esuna proteina soluble que se encuentra fuera de la membrana.
La subunidad SdhB tiene tres centros fierro-azufre y una masa
molecular de 26.8 kDa es una subunidad hidrofilica que tiene
contacto con la subunidad SdhC, ésta tiene dos hemos tipo b y
una masa molecular de 22.9 kDa es la subunidad hidrofébica
del complejo con cinco cruces transmembranales, lo anterior
con base en (The UniProt Consortium, 2023). Los potenciales
redox reportados para los diferentes grupos 6xido reductores se
muestran en la Tabla II. El potencial redox del FAD es mas bajo
que el del succinato, lo que hace dificil esta primera reaccion.
Es posible que los grupos fierro-azufre en la subunidad SdhB
participen en esta oxidacion. El sitio de reduccion de la MK-7
lo localizaron cerca del hemo de bajo potencial redox en SdhC
(Haegerhaell, Aasa, Von Wachenfeldt & Hederstedt, 1992;
Matsson, Tolstoy, Aasa & Hederstedt, 2000). El camino de los
electrones podriaser el succinato>FAD>2Fe-2S>3Fe-4S>4Fe-
4S>hemo bp>hemo by>MK-7 (Nicholls & Ferguson, 2013b).
Sin embargo, aun no se ha hecho un modelo del mecanismo
redox para incluir a los protones que se consumen para llevar
a cabo esta reaccion.

La SQR de B. subtilis es un monémero de masa molecular de
117 kDa. Este complejo no ha sido cristalizado y se desconoce
su estructura cuaternaria. Si comparamos la secuencia de
aminoacidos de la SQR de B. subtilis con otras SQR en las que

sise conoce ésta, se sabria de qué tipo es por una clasificacion de
las SQR, un nimero de subunidades membranales, un numero de
cruces transmembranales y un nimero de hemos b. Por ejemplo,
se sabe que la SQR de mamifero y de Escherichia coli estan
en la clase C porque tienen una subunidad membranal con dos
cruces transmembranales y un hemo tipo b (Yankovskaya et
al., 2003; Gong et al., 2020). La clase A agrupa SQRs de tres
subunidades membranales con tres cruces transmembranales
dosdeellas ylatercera subunidad conun cruce transmembranal
ademas de dos hemos b, ejemplo de esta clase es la SQR de
Mycobacterium smegmatis. La clase B son enzimas con una
subunidad membranal que tiene cinco cruces transmembranales,
como ejemplo es laQFR de Wolinella succinogenes en (Iverson,
Singh & Cecchini, 2023). Compararon las secuencias de
aminoacidos de las subunidades de B. subtilis con las de E.
coliy laidentidad es del 24.89% para SdhA, 25% para SdhB y
14.16% para SAhC por lo que no puede ser de lamisma clase que
E. coli. Con el complejo de M. smegmatis tienen una similitud
de (33% con SdhA, 27% con SdhB y17% con SdhC de B.
subtilis) que es un trimero con 2 hemos b. Por esta semejanza
les pareci6 que la SQR de B. subtilis es también un trimero. Sin
embargo, al mostrar una mayor similitud con la enzima quinol:
fumarato reductasa (QFR) de Wolinella succinogenes (31.24%
con SdhA, 28.81% con SdhBy 21.39% con SdhC de B. subtilis)
que es un dimero en la estructura cristalografica, sélo tiene una
subunidad membranal con cinco cruces transmembranales y dos
hemos b, similar a la SdhC de B. subtilis. Con esta informacion,
coincidimos con el estudio que hicieron y la SQR de B. subtilis
es un dimero en la membrana.

En general, las SQR no se encuentran asociadas a otros
complejos respiratorios y se cree que puede deberse a que
no contribuyen a la formacion del gradiente de protones.
Sin embargo, hay excepciones recientemente publicadas de
(Iverson et al., 2023). En geles claros nativos, obtuvieron una
banda de actividad de succinato deshidrogenasa con una masa
de 250kDa, los autores (Picén Garrido et al.,2022). Ennuestro
laboratorio estamos estudiando la formacion de supercomplejos
en B. subtilis y encontramos que la SQR puede asociarse al
supercomplejo bsc:caazcuando se elimina a la quinol oxidasa
aa;, esto parece provocar la asociacion de los tres complejos:
SQR, bscy caas. Una posible explicacion estd publicada, para
esta formacion y es que, en esta mutante, el bsc y la caa; son
los tinicos que forman el gradiente de protones, complejos
necesarios para la actividad de la SQR (Picon Garrido et al.,
2022). Ademas, los autores de este articulo detectaron la
formacion del supercomplejo SQR:nitrato reductasa que se
describird mas adelante.

GLICEROL 3 FOSFATO DESHIDROGENASA

Es una proteina monomérica de 555 residuos de aminoacidos
conunamasade 62.6kDa, codificadaporel gen g/lpD. También
se llama glicerol 3 fosfato deshidrogenasa acrobia que reduce a
la menaquinona y produce dihidroxiacetona fosfato. Participa




2025

Gutiérrez Cirlos Madrid, E. B.: La cadena respiratoria de Bacillus subtilis 7

Tabla II. Potenciales redox (Em) de los grupos prostéticos de cada complejo respiratorio. Se incluyen: el grupo prostético, su potencial
redox y si el potencial redox se obtuvo en la membrana o en la proteina aislada o ambos. Para la quinol oxidasa bd se pusieron los valores
de potencial redox de E. coli por comparacion.

Complejos Grupos prostéticos Em (mV) Referencias
NAD/NADH -320 (Thauer et al., 1977)
NDH-2
FAD/FADH, -220
citocromo b (dos -132, 16 (Haegerhaell et al., 1992; Matsson ef al., 2000)
hemos tipo b) hemo 95. 65 (Garcia et al., 2008)
-95, arcia et al.,
Succinato bp y hemo by
deshidrogenasa FAD/FADH, -220 (Thauer et al., 1977)
+80 (2Fe-2S), -25 (3Fe-
tres centros FeS 43), -240 (4Fe-4S) (Hederstedt, 1986)
MK-7 -74 (Thauer et al., 1977)
Cssq +250 .. .
. (de Vrij & Konings, 1987; Kutoh & Sone, 1988)
Complejo by bs -190y -130
FeS 165 (Liebl, Pezennec, Riedel, Kellner & Nitschke, 1992)
(Miki & Okunuki, 1969; de Vrij & Konings, 1987; von
Cssp 195 Wachenfeldt & Hederstedt, 1993; David, Morrison, Wong
& Hill, 1999)
Cssy >100 (Miki & Okunuki, 1969; Bengtsson et al., 1999)
Cta caa; Cuy,-citc +192 .
(Andrews, Mattatall, Arnold & Hill, 2005)
caa; +193
Qumocll;’“dasa +60 (Hill & Peterson, 1998)
3
+250
bd b558 +165 (En E. coli, Jinemann, 1997)
b595 +147
d +260
bb 560
No se conocen
618

en la via del metabolismo de polioles, la degradacion del
glicerol y de la glicerona fosfato desde sn-glicerol 3-fosfato
(viaaerdbica, paso 1/1), (Holmberg, Beijer, Rutberg & Rutberg,
1990; The UniProt Consortium, 2023). En el analisis con geles
claros nativos y protedmica observaron la presencia de la GPD
(Garcia Montes de Oca et al., 2012).

EL DISTRIBUIDOR HIDROFOBICO DE ELECTRONES, LA
MENAQUINONA 7

La molécula que distribuye a los electrones en la membrana
de B. subtilis es 1a menaquinona-7 (Bergsma, Meihuizen, Van
Oeveren & Konings, 1982; Yu & Le Brun, 1998; Schirawski &
Unden, 1998). Esta es una molécula hidrofobica formada por
dos anillos de carbono yuna cola larga de isoprenos. Su formula
quimica es C,4Hg,O, y su potencial redox reportado es de -74
mV (Thauer, Jungermann & Decker, 1977). Esta quinona es la
unica de B. subtilis (Kroger, 1978; Lemma, Unden & Kroger,

1990; Yi, Taguchi, Samoilova, O’Malley, Gennis & Dikanov,
2015). Por lo expuesto concluyeron que el potencial redox de la
MK-7 favorece las reacciones de 6xido reduccion del complejo
bsc y las de quinol oxidasas, ademas son exergonicas.

La rama de los citocromos

A partir de la MK-7 reducida, los electrones siguen dos vias: la
de los citocromos o via “clasica” compuesta por dos complejos
respiratorios con citocromos en su estructura. Ellos son los
complejos by y caa;, que forman un supercomplejo y el
gradiente de protones en (Garcia Montes de Oca ef al., 2012;
Sousa, Videira, Santos, Hood, Conrads & Melo, 2013b). La
segunda via es la de las quinol oxidasas.

EL compLEJO by
El complejo by esta formado por tres subunidades codificadas
en el operon gerABC (Yu, Hederstedt & Piggot, 1995). Otros
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autores aportan que la subunidad QcrA es una proteina fierro-
azufre (tipo Rieske), tiene un cruce transmembranal y un
dominio hidrofilico con un centro de dos fierros y dos azufres
como grupo prostético. La subunidad QcrB tiene cuatro cruces
transmembranales y dos hemos b llamados hemo b; y hemo
by (debido a que tienen uno, un potencial redox alto -high- y
otro un potencial redox bajo -low-). Argumentan que esta
proteina tiene ademas un hemo extra unido en covalencia
con un residuo de cisteina en la posicién 35. Este hemo
adicional se encuentra en los complejos b,/ de organismos
fotosintéticos y fue descubierto al cristalizar a la proteina
y obtener su estructura tridimensional en (Breyton, 2000;
Stroebel, Choquet, Popot & Picot, 2003; Yamashita, Zhang &
Cramer, 2007). Este es un hecho destacable, ya que B. subtilis
es una bacteria no fotosintética. La subunidad QcrC tiene tres
cruces transmembranales y un citocromo ¢ en el carboxilo
terminal de la proteina. Este complejo debe ser un dimero en
la membrana, ya que los complejos bc que se conocen hasta
ahora por su estructura tridimensional, son dimeros y s6lo el
dimero es activo datos reportados por (Soriano, Ponamarev,
Carrell, Xia, Smith & Cramer, 1999; Kurisu, Zhang, Smith &
Cramer, 2003). El complejo b,c como dimero tiene una masa
molecular calculada de 144 kDa.

LA ENZIMA CITOCROMO C OXIDASA (caa;)

Consta de cuatro subunidades, codificadas en el operén
ctaABCDEF, los primeros dos genes codifican para otras
proteinas que no forman parte de la enzima citocromo ¢
oxidasa (Saraste, Metso, Nakari, Jalli, Lauracus & Van der
Oost, 1991). La proteina CtaA es una Hemo A sintasa, cataliza
laconversion del hemo O ahemo A (Uniprot). CtaB es también
parte de la hemo A sintasa (subunidad principal), (Svensson
& Hederstedt, 1994). El complejo caaj; esta formado por las
subunidades CtaC, D, E y F. El monomero tiene una masa de
144.5 kDa. CtaC es la subunidad 2 de esta oxidasa, su masa
molecular es de 40 kDa, tiene 2 cruces transmembranales
y un dominio de citocromo ¢ hidrofilico orientado hacia la
pared celular (residuos 258 a 356). Uniprot Kb propone a
los residuos 176, 217, 221 y 225 como los que participan en
la union del Cu, diatémico. La subunidad 1 es la proteina
CtaD tiene 616 residuos y una masa de 68.3 kDa, en esta
subunidad se encuentran los hemos a y a; ademas del Cug,
con la probabilidad de tener 14 cruces transmembranales
(Uniprot Kb). CtaE es la subunidad 3 de la oxidasa con 207
residuos y una masa molecular de 23.3 kDa. Tiene cinco
cruces transmembranales y esta involucrada en el bombeo
de protones a través de la membrana. La cuarta subunidad es
CtaF con 110 residuos de aminoacidos y unamasade 12.6 kDa
y tres cruces transmembranales. Se conoce que esta oxidasa
es importante para la esporulacion de la bacteria, pero no es
esencial, ya que, si se elimina, la bacteria contintia creciendo
con otras oxidasas terminales sobre todo la quinol oxidasa aa;
(Winstedt & von Wachenfeldt, 2000).

El complejo b4c y la caa; forman un supercomplejo de masa
molecular alta (mas de 1 MDa), (Garcia Montes de Oca et al.,
2012). Esto es interesante, porque de acuerdo con lo reportado
por los autores la enzima citocromo oxidasa pesa alrededor
de 144 kDa. La masa del byc y la de la enzima caa; es igual a
280 kDa, inferior a la masa encontrada en los geles nativos.
Este resultado (mas de 1 MDa) se interpreta como que los
dos complejos se asocian para formar estructuras aun mas
complejas llamadas “cuerdas respiratorias” en la membrana
de B. subtilis (Sousa, Videira, Santos, Hood, Conrads &
Melo, 2013b). Este supercomplejo es sensible a la presencia
de la cardiolipina, ya que en presencia del detergente dodecil
maltosido vieron la pérdida de la masa molecular alta en
mutantes que no sintetizan cardiolipina (Garcia Montes de
Oca et al., 2016). También mencionan que ambos complejos
bombean protones, por tanto, contribuyen a la formacion del
gradiente electroquimico. Este supercomplejo se distribuye
como una cuerda molecular a lo largo de la membrana
celular para generar el gradiente de protones necesario para
el transporte, movimiento del flagelo y sintesis de ATP en
(Sousa, Videira, Santos, Hood, Conrads & Melo, 2013b).

Los CITOCROMOS PEQUENOS, EL Cs5p Y EL Css;

Mas evidencias de estudios son acerca del complejo bsc que
reduce a dos citocromos ¢, ¢l css5, y el ¢s5;, que transportan el
electron a la enzima citocromo ¢ oxidasa. Estos acarreadores
de electrones en B. subtilis son proteinas que estan ancladas
a la membrana. El citocromo c;;s, tiene una alfa hélice que lo
ancla a lamembranay el segundo, el ¢;5,, estd unido a un diacil
glicerol (Bengtsson et al.,1999). No se sabe cual de los dos es
el principal aceptor de electrones del complejo bsc debido a
que los dos aparecen en las membranas de B. subtilis cuando
las aislaron y las analizaron en electroforesis nativas (Garcia
Montes de Oca et al., 2012; Picon Garrido ef al., 2022). Como
se muestra en la Tabla III, la secuencia de aminoacidos de
estos dos citocromos se compard con la de las subunidades
QcrC del byc y CtaC de la enzima citocromo oxidasa caa;,
que también tienen un citocromo c¢. Se observa que el c;;
tiene mayor similitud con cjs5; y ambos son mas similares a
QcrC que a CtaC. Aunque CtaC estd mas distante a los otros
tres, la similitud entre QcrC, cssy y ¢55; no aclara cual de los
dos puede ser el receptor de electrones por lo que se concluye
que ambos son funcionales en la membrana y alternan como
aceptores de electrones.

La rama de la quinol oxidasa

La otra rama que ha sido reportada es la del transporte de
electrones a partir del menaquinol hacia la quinol oxidasa
aaz; y que la quinol oxidasa aa; es la mas importante para
el crecimiento exponencial de la bacteria en (Winstedt &
von Wachenfeldt, 2000). La quinol oxidasa aa; reduce al
oxigeno. Este complejo también contribuye a la formacion
del gradiente de protones y se encuentra en la membrana en
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Tabla II1. Matriz de identidad entre los cuatro citocromos ¢ de Bacillus subtilis:

Ccox2 QCRC C550 Css1
sp[P24011|COX2_BACSU 100.00 21.46 20.54 19.23
sp|P46913|QCRC_BACSU 21.46 100.00 30.17 30.28
sp|P24469|C550 BACSU 20.54 30.17 100.00 34.82
sp|034594/CY551 BACSU 19.23 30.28 34.82 100.00

cantidad alta (presenta un pico alfa a 600 nm del espectro de
absorcion visible). Esta codificado por el operéon goxABCD en
(Santana, Kunst, Hullo, Rapoport, Danchin & Glaser, 1992).
La subunidad QoxA tiene 321 residuos de aminodcidos y una
masa de 36.3 kDa, es la subunidad 2 de la oxidasa con dos
cruces transmembranales. QoxB es la subunidad 1 que contiene
a los grupos prostéticos Cug, hemos a y a;, tiene 649 residuos
de aminodacidos, 15 cruces transmembranales y una masa de
73.8 kDa. QoxC es la subunidad 3 con 204 residuos, cinco
cruces transmembranales y una masa de 22.6 kDa. QoxD es la
subunidad 4, con 124 residuos, tres cruces transmembranales
y una masa de 13.7 kDa. La proteina en forma de monémero
tiene una masa molecular de 145.8 kDa. Este complejo ya
fue cristalizado y se conoce su estructura tridimensional (Xu
et al., 2020).

LAS OTRAS QUINOL OXIDASAS

Existen otras dos quinol oxidasas que también oxidan al
menaquinol, pero no bombean protones y aparecen en
condiciones de poco oxigeno en (Winstedt & von Wachenfeldt,
2000). Laquinol oxidasa bd esta codificada por los genes cydAB,
la subunidad CydA corresponde a la subunidad 1 de la quinol
oxidasa, tiene 468 residuos, ocho cruces transmembranales
y una masa molecular de 52.3 kDa, es la subunidad que une
al grupo hemo b. La segunda subunidad es CydB, tiene 338
residuos, ocho cruces transmembranales y una masa molecular
de 37.8 kDa. Esta subunidad une al hemo d. El monoémero
de este complejo pesa alrededor de 89.8 kDa. No se sabe si
forma dimeros. La ultima quinol oxidasa esta codificada por
el operdn ythABC; sin embargo, no se ha comprobado que sea
una menaquinol oxidasa en (Hederstedt, 2021). La proteina
presenta tres subunidades: YthA con 443 residuos y 49.2 kDa
de masa molecular une a un hemo b, YthB tiene 346 residuos
y una masa de 38.8 kDa. YthC muestra 52 residuos y una masa
molecular de 5.8 kDa. Se sabe poco de este complejo.

Los autores citados encontraron la presencia de la quinol
oxidasa aa; en geles nativos y por espectrometria de masas,
este complejo no aparece asociado a alguno de los complejos
donadores de electrones, aunque podria tener masas moleculares
mayores a 145.8 kDa que es la masa molecular del mondémero
(Garcia Montes de Oca et al.,2012; Picon Garrido et al., 2022).
También vieron a un citocromo d por medio de espectros de
absorcion, indicativo de que la quinol oxidasa bd esta presente

en las membranas de la bacteria crecida con succinato (Garcia
Montes de Oca et al., 2012).

OTROS ACEPTORES TERMINALES DE ELECTRONES: LA
ENZIMA NITRATO REDUCTASA (Nar)

Este complejo, de acuerdo al estudio de los autores, utiliza
menaquinol y nitrato para producir nitrito. Funciona con bajo
oxigeno, aunque también parece presentarse en cultivos tardios
de mas de 12 hr de crecimiento (Garcia Montes de Oca et al.,
2012; Hederstedt, 2021). El complejo esta codificado por el
operén narGHI (Hoffmann, Troup, Szabo, Hungerer & Jahn,
D, 1995). La subunidad alfa o NarG tiene 1,228 residuos y una
masa de 139.1 kDa, es una proteina periférica de membrana
con un sitio de unidn de cuatro centros de 4Fe-4S y un centro
de Mo y W (molibdeno, tungsteno) bis-MGD (bis-dinucleétido
de molibdopterina y guanina) donde se reduce el nitrato
(Richardson, 2000). NarH es la subunidad beta, también es
una proteina periférica de membrana de 487 residuos y una
masa de 55.4 kDa, tiene tres dominios para unirse a centros
fierro azufre denominados dominios de ferredoxina 1 a 3.
Narl la subunidad gamma, es un citocromo b (bihémico)
que transfiere electrones del menaquinol a la subunidad beta
(UniprotKb), con 223 residuos, una masa de 25.3 kDa y cinco
cruces transmembranales. El complejo de forma monomérica
tiene una masa de 240.4 kDa. Este complejo lo obtuvieron
asociado a la SQR en bacterias crecidas con succinato durante
23 h, el cultivo puede encontrarse en bajas concentraciones
de oxigeno, lo que favorece la presencia de la enzima nitrato
reductasa (Garcia Montes de Oca ef al., 2012).

EL compLEJO V 0 ATP siNTASA

Finalmente, la ATP sintasa de la bacteria esta codificada por el
operon atpABCDEFGHI (Santana et al., 1994), tiene 9 genes
que codifican para las diferentes subunidades del complejo.
La ATP sintasa tiene dos sectores, uno hidrofilico llamado F,
y otro hidrofobico, el F5 que se encuentra en la membrana,
contiene a las proteinas ¢, b y a (estas proteinas corresponden
alos genes atpB, E'y F). La proteina ¢ forma un canal que esta
compuesto por 10 subunidades y forma el elemento rotatorio
por donde atraviesan los protones. La masa de F es de 125
kDa. Las proteinas a y b son parte de este sector. En el sector F,
(hidrofilico) estan las subunidades AtpACDGH vy es probable
que Atpl ensamble a las proteinas membranales de la ATP
sintasa en (Santana et al., 1994). Hay tres subunidades alfa,
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tres betas, una delta, una épsilon en el sector F, cuya masa es
de 384 kDa mas la masa de F el total es de 509 kDa de toda la
ATP sintasa. La actividad y funcionamiento de la ATP sintasa
ha sido estudiada en bacterias termofilas como Bacillus PS3 'y
Bacillus sp. cepa TA2.A1 (Yoshida, Sone, Hirata & Kagawa,
1975; Meier et al., 2007). Recién descubrieron la estructura
tridimensional de la ATP sintasa de la bacteria termofilica
Bacillus PS3, por lo que en F; se encuentran a3, b3, g, d, e; en
Fo una a, un anillo de 10c y las hélices transmembranales de
b2 (Guo, Suzuki & Rubinstein, 2019). Alin no se ha reportado
la purificacion del complejo en B. subtilis, pero lo observaron
en geles claros nativos, revelados por actividad, con una masa
molecular aparente de 635 kDa cercano a lo calculado (Garcia
Montes de Oca et al., 2012; Sousa et al., 2013b).

",COMO SE REGULA LA PRESENCIA DE LOS COMPLEJOS
RESPIRATORIOS DE LA CADENA RESPIRATORIA DE
B. subtilis?

LA REPRESION CATABOLICA POR CARBONO

En el estudio que realizd6 Sonenshein vio que B. subtilis,
al igual que todas las bacterias, se adapta a la presencia de
diferentes nutrientes y, por consiguiente, se beneficia de
ellos para alimentar su metabolismo central (glucélisis, via
de las pentosas fosfato, ciclo del acido citrico y el ciclo del
2-oxoglutarato-glutamato-glutamina), (Sonenshein, 2007).
En B. subtilis, existe la represion catabdlica por carbohidratos
(CCR, por sus siglas en inglés) la Figura 2A muestra como
la glucosa es transportada al interior, por la fosfotransferasa,
PTS (Phosphotransferase System, por sus siglas en inglés) del
tipo IIC (IICS). En el citoplasma, la enzima EI se fosforila
tomando el grupo fosfato del fosfoenol piruvato, y fosforila a
la fosfoproteina que contiene histidina (HPr, por sus siglas en
inglés). HPr fosforila a la proteina EIIAS y el grupo fosfato
se transfiere a la glucosa por medio de la enzima EIIBC*, La
glucosa se transforma en glucosa-6-fosfato y posteriormente
a fructosa 6 fosfato. HPr es nuevamente fosforilada por una
HPr cinasa/fosfatasa en la serina 46 y asi fosforilada se une
a la proteina CcpA (proteina A de control catabdlico, por sus
siglas en inglés). CcpA se une a las regiones cre (catabolite
responsive elements) del DNA de los operones que tienen este
elemento y se bloquea su transcripcion en (Ludwig & Stiilke,
2001; Deutscher, Galinier & Martin-Verstraete, 2014). En
presenciade grandes cantidades de glucosa algunas proteinas de
lacadenarespiratoriade B. subtilis se reprimen catabdlicamente
debido a que tienen sitios de regulacion cre (Stiilke & Hillen,
2000; Fujita, 2009). La glucosa es asimilada rapidamente por la
glucolisis anaerobia y se transforma a acetoina y es expulsada
por la bacteria (Liu & Taber, 1998). Se sabe que los genes
cccA, qgerA y ctaC que codifican para subunidades que son
citocromos tienen un sitio cre de regulacion (ver Tabla IV),
(Stiilke & Hillen, 2000; Blencke, Homuth, Ludwig, Méder,
Hecker & Stiilke, 2003). No se ha encontrado sitio cre para
la rama de las quinol oxidasas por lo que no se reprimen ante
la presencia de la glucosa. El complejo SQR aparece como

constitutivo, sin embargo, se ha reportado un sitio cre en el
gensdhCen-138a-125y se propone uno mas en +300a+313
(Blencke, Homuth, Ludwig, Méder, Hecker & Stiilke, 2003;
Deutscher, Galinier & Martin-Verstraete, 2014), ademas, los
genes de las enzimas piruvato deshidrogenasa y citrato sintasa
si tienen sitios cre por lo que hay una regulacion indirecta. Se
ha descrito ampliamente la represion catabdlica por glucosa de
la SQR (Melin, Magnusson & Rutberg, 1987; Melin, Rutberg
& von Gabain, 1989; Moreno, Schneider, Maile, Weyler &
Saier, 2001). Una vez que se termina la glucosa, entonces se
expresa un transportador para captar a la acetoina y utilizar el
metabolismo aerébico del acetato. Para ello debe realizar la
sintesis de proteinas de la fosforilacion oxidativa y las enzimas
del metabolismo aerobico (Blencke et al., 2003).

REGULACION POR ANAEROBIOSIS

Ademas de CCR, la presencia o ausencia de oxigeno en el
medio también determina la transcripcion de los operones de
proteinas de lacadena de transporte de electrones. La Figura 2B
muestra laregulacion de la cadena respiratoria en presencia de
oxigeno. Las proteinas ResDE pertenecen al grupo de sistemas
detransduccion de dos componentes. ResD esuna proteina que
se une al DNA una vez fosforilada activa la transcripcion de
ciertos genes, por el contrario, ResE es una cinasa membranal
que se autofosforila con el ATP en presencia de O, y fosforila
aResD (ResD~P, ResD phosphorilated). Cuando hay oxigeno,
ResE~P tiene actividad de fosfatasa y desfosforila a ResD~P,
que activa a la transcripcion de los genes de gcrABC, ctaA
y ctaBCDEF ademas del operon resABCDE (Figura 2B),
lo anterior en (Nakano & Zhu, 2001). Las tres primeras
proteinas del operon res4A BCDE forman un complejo que esta
involucrado en la biogénesis del citocromo c, es interesante
que este operon también es regulado por CCR, ya que tiene
dos sitios cre, uno rio arriba del promotor resA y el segundo
dentro del gen resB (Choi & Saier, 2006). No se conoce si
ResE detecta la concentracion de oxigeno por si solo o por
medio de la proteina HemAT que es el sensor de oxigeno y
que promueve la aerotaxis en la bacteria (Aono et al., 2002).
Otra opcion reportada es que la enzima citocromo ¢ oxidasa
caa; o la quinol oxidasa aa; sean directamente sensores de
oxigeno a semejanza de la contraparte mitocondrial que
tiene una subunidad IV diferente (Bishop & Ratcliffe, 2020;
Moreno-Dominguez et al., 2020).

En ausencia de oxigeno (Figura 2C) el sistema de dos
componentes ResDE, el regulador redox Fnr, y el represor
detector de ROS, Rex, son los responsables de la regulacion
de los genes y, de la expresion de los complejos de la cadena
de transporte de electrones, como se muestra en la Tabla IV y
en la Figura 2C (Gyan et al., 2006; Hartig & Jahn, 2012). En
condiciones anaerdbicas ResE~P fosforilaa ResD el cual activa
la transcripcion de fir, nasDE, hmp e IctEP (Geng, Zuber &
Nakano, 2007; Hartig & Jahn, 2012). B subtilis utiliza el nitrato
como aceptor final de electrones.
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Figura 2. Regulacion de la cadena respiratoria de B. subtilis: A: represion catabélica por carbohidratos (CCR, por sus siglas en inglés
de Carbon Catabolite Repression). Se muestra cémo la glucosa es internalizada por un transportador PTSIICC" para ser fosforilada y
continuar a glucoélisis. Esto activa a una cinasa/fosforilasa de Hpr que al ser fosforilada activa a la proteina CcpA que se une a sitios cre
(catabolite response elements) en el DNA de B. subtilis esto reprime a los genes que contienen citocromos, pero activa ala NDH-2 y a las
quinol oxidasas aa; y bd. Figura modificada de: Deutscher et al., 2014. B: Expresion de la rama de citocromos en condiciones normales
de oxigeno. ResE se forforila por la presencia de oxigeno y ATP de la célula y fosforila a ResD que activa la transcripcién de los operones
de complejos respiratorios de la rama de citocromos. C: En condiciones de bajo oxigeno ResE-P también fosforila a ResD, la NDH-2
se inactiva y se activan los genes de la enzima nitrato reductasa, lactato deshidrogenasa, etc. Ademas, se activa Fnr, con un centro Fe-S
sensible a la concentracion de oxigeno. Rex también se activa debido al aumento de NAD+ en el citoplasma. Las flechas rojas indican
inactivacion de genes y las flechas verdes, activacion. Las Figuras B y C son disefio personal.
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Tabla IV. Mecanismo de regulacion de los genes que codifican para los diferentes complejos respiratorios. Se incluye el nombre del gen,
el tipo de regulacion, el mecanismo de regulacién y el factor sigma en su caso, que regula a esta expresion (depende de si esta reportado
0 no). Los datos fueron tomados del sitio Subtiwiki (Pedreira, Elfmann & Stiilke, 2022).

Genes Regulacién Mecanismos de regulacién | Factores Sigma Referencias
. . Represion por ResD, en el
Se induce con niveles regulon rex, Regulacion (Gyan et al., 20006;
yjlD altos de NADH a gule ) ReE ninguno Y " ’
X negativa en la respuesta Chumsakul ef al., 2017)
través de Rex .
astringente
sdhA-sdhB-sdhC | Represion por glucosa sitio cre en sdhC SigA regulon (Melm:;:ll" 11998897); Melin
. , activacion por el regulon resD, . (Sun et al.,1996; Blencke
Inducida por oxigeno a ., , SigA: en el
qcrA-gcrB-qerC través de ResDP represion en el regulon ccpA, reoulén sicA et al., 2003; Chumsakul et
represion en el regulon abrB gu & al.,2017)
(Sun et al., 1996; Liu
., , & Taber 1998; Blencke
Se expresa en Activacion, en el regulon
- . et al., 2003; Henares,
ctaB-ctaC-ctaD- condiciones resD, represion con AbrB en el . .
o . , . ninguno Kommineni, Chumsakul,
ctaE-ctaF-ctaG anaerdbicas por medio | reguldén Abh, represion por el .
de ResD regulén CepA Ogasawara, Ishikawa
& Nakano, 2014;
Chumsakul ef al., 2017)
regulacion negativa en la
respuesta astringente, control
oxA-a0xB-q0xC- regulacion negativa de la traduccion en el regulon (Santana et al., 1992;
1 1 oxDq por RelA (Clase I) por | citB (aconitasa). Regulacion ninguno Winstedt & von
1 respuesta astringente | dependiente de fierro por CitB Wachenfeldt, 2000)
entre feuA y feuB (sider6foro
de fierro)
(Schau, Chen & Hulett,
2004; Larsson, Rogstam
cydA-cydB-cydC- . \ Represion por el regulon ccpA, . & von Wachenfeldt, 2005;
cydD Expresion heterogénca activacion por el regulon ResD Sigk Wang, 2006; Puri-Taneja,
Schau, Chen & Hulett,
2007)
regulacion negativa
por RelA (respuesta
atpl-atpB-atpE- | astringente). El RNAm . . (Eymann et al., 2002;
regulacion negativa, en la .
atpF-atpH-atpA- | se procesa entre atpl y respuesta astringente ninguno DeLoughery, Lalanne,
atpG-atpD-atpC | atpB por RNAsa 'Y, que p & Losick & Li, 2018)
requiere del complejo
RicA-RicF-RicT

Fnr es una proteina que regula la transcripcion de los genes en
anaerobiosis, tiene un motivo hélice-giro-hélice caracteristico
de estas proteinas y es indispensable para la respiracion con
nitrato. Pertenece a la familia de factores de transcripcion Crp/
Fnr tiene tres aminoacidos cisteina localizados en el carboxilo
terminal a los que se une un centro de [4Fe-4S]*", este centro
detecta la concentracion de oxigeno. Fnr se une a la region
promotorade los genes narKfnr (proteina de extrusion de nitrito
y Fnr), narG (subunidad alfa de la enzima nitrato reductasa),

ywiC (se desconoce su funcion) y ywiD (reguladores de genes
anaerdbicos) ademas de arfM que es un modulador de la
respiracion anaerdbica y de la fermentacion como se muestra
en la Figura 2C (Nakano & Zuber, 1998; Larsson, Rogstam &
von Wachenfeldt, 2005; Hartig & Jahn, 2012).

Laproteina Rex esunrepresor de latranscripcion y un regulador
redox, tiene un sitio de unién al DNA y también un sitio de unién
al NAD'/NADH. Se sabe que la presencia de NADH inhibe la
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union al DNA de Rex. Por tanto, la relacion de concentraciones
de NAD*/NADH controla la union de Rex al DNA. El regulon
de Rex comprende a los genes de los operones cydABCD
(Quinol oxidasa bd), Idh IctP (lactato deshidrogenasa), yjIC-
ndh 'y ywcJ (posible transportador formato-nitrato), Figura 2C
(Wang, Ikonen, Knaapila, Svergun, Logan & von Wachenfeldt,
2011; Hértig & Jahn, 2012).

LA RESPUESTA “ASTRINGENTE”

RelA es una proteina asociada al ribosoma que inicia la sintesis
de guanosina pentafosfato (p)ppGpp y modula la transcripcion,
esunelemento delaactivacion deun factor sigma B enrespuesta
al estrés nutricional, ya que detecta el grado de acilacion de
los tRNA y reduce la sintesis de proteinas en (Wendrich &
Marahiel, 1997; Zhang & Haldenwang, 2003). Estaes lallamada
“respuesta astringente” que se presenta para adaptarse a la
falta de nutrientes como aminoacidos, lipidos, etc. B. subtilis
sintetiza y degrada al (p)ppGpp que es la llamada “alarmona”
que funciona como un segundo mensajero al unir sefiales intra
y extracelulares con cambios en la transcripcion, traduccion y
replicacion del DNA (Ababneh & Herman, 2015). En sutrabajo
de investigacion encontraron que los operones de gox4ABCD
y atpABCDEFGHI son regulados negativamente por RelA
(Eymann, Homuth, Scharf & Hecker, 2002).

LA REGULACION POR FIERRO

Elregulon citB comprende los genes gerE'y citZ-icd-mdh (que
dan estabilidad al RNA mensajero) y a los genes goxABCD,
feudABC y ybbA que controlan la traduccion. CitB es una
proteina con dos funciones, es la aconitasa del ciclo de Krebs
cuando hay un exceso de fierro, pero también puede unirse
al RNAm de citZ cuando lo hay de citrato y baja cantidad
de fierro, lo anterior en (Pechter, Meyer, Serio, Stilke &
Sonenshein, 2013).

(LA CADENA RESPIRATORIA DE B. subtilis PRODUCE
RADICALES LIBRES DE OXiGENO?

Hasta el momento, no se tienen evidencias de si la cadena
respiratoria de B. subtilis produce Especies Reactivas de
Oxigeno (EROS). Sin embargo, hay razones que llevan a
preguntarselo. Como se menciono, la cadena respiratoria
de B. subtilis tiene grupos redox como flavinas, quinonas y
centros metalicos (fierro-azufre o cobre) que pueden transferir
un electrdon al oxigeno en (Messner & Imlay, 1999; Bleier &
Drose, 2013; Hey-Mogensen, Goncalves, Orr & Brand, 2014).
La naftoquinona MK-7 (menaquinona 7) tiene un potencial
redox de -70 mV (Thauer, Jungermann & Decker, 1977) mas
bajo que el de la ubiquinona mitocondrial (+80 mV) para
facilitar su reaccion con el oxigeno y dé superdxido (O,7).
Es posible que la cadena respiratoria de B. subtilis regule la
formacion de EROS acelerando el paso de electrones en los
supercomplejos. Dentro del genoma de labacteriaademas de las
enzimas superoxido dismutasa y catalasa, tiene otras enzimas
antioxidantes. De acuerdo con la pagina de SubtiList (Moszer,

2002) también existen alquil-hidroperoxido reductasas,
glutation peroxidasas, tiol-peroxidasas y peroxidasas de
cloruro (30 genes encontrados, que se muestran en la Tabla
V). Tantos tipos de enzimas antioxidantes hacen pensar que
B. subtilis esta preparada para evitar el estrés oxidativo tanto
en la célula vegetativa como en la espora (Johnson & Hug,
2019). Por otro lado, cuando la bacteria crece a 55 °C y un pH
de 9.0 aumentalaactividad de la enzima superdxido dismutasa
y también de EROS en las células (aunque no esta descrito si
estos EROS venian de la cadena respiratoria o del citoplasma)
(Sarkar & Suraishkumar, 2011). Lo mismo ocurre cuando la
bacteria crece en un fermentador con velocidad alta de las
aspas (Sahoo, Rao & Suraishkumar, 2006). En el caso de
E. coli si se ha reportado que la cadena respiratoria produce
EROS (Messner & Imlay, 1999; Imlay, 2019). Este puede ser
también el caso de B. subtilis.

ASOCIACIONES CON OTRAS PROTEINAS DE MEMBRANA
Los complejos de la cadena respiratoria pueden asociarse con
otras proteinas como el supercomplejo CIII-CIV-SOD (complejo
bc: citocromo oxidasa: superoxido dismutasa) aislado de
Mpycobacterium smegmatis (Gongetal.,2018). Sehaencontrado
al supercomplejo CIII-CIV (bcc:aa;) de Corynebacterium
glutamicumunido alaNADH deshidrogenasa tipo 2 (Takazaki,
Kusumoto, Ishibashi, Yasunaga & Sakamoto, 2022). En E. coli
existen los siguientes supercomplejos: SDH:bdIl, NDH-1 y
NDH-2 con el complejo bdl, formato deshidrogenasa:bb y con
las oxidasas bd, bo; y formato deshidrogenasa (Sousa et al.,
2012; Sousa, Videira & Melo, 2013a).

Wittig y colaboradores no descartan que las proteinas
consideradas ‘“contaminantes” no lo sean y que el uso de
detergentes para aislar a las proteinas de membrana cause la
separacion de alguna de estas por tener una union débil (o
transitoria) al supercomplejo (Wittig, Karas & Schégger, 2007).
Las proteinas ResB y C son parte del sistema de biogénesis de
los citocromos, estan integradas a la membrana y las mutantes
de los genes carecen de citocromos tipo ¢ (Le Brun et al., 2000).
La foldasa (gen prsA) es una lipoproteina chaperona de post
translocaciony ensamblaje de proteinas de membrana (Geissler
et al., 2022). OppA, es parte del sistema de transporte de los
oligopéptidos Opp, es una proteina de membrana y receptora
de péptidos que provienen del exterior de la célula (Hughes
et al., 2022). Bach y colaboradores exponen que la flotilina
(YuaG) es una proteina muy abundante. Se ha visto que tiene
interaccion directa con la Quinol oxidasa aa;, la SdhA, ResC
y las subunidades AtpA y AtpG; es necesaria su presencia en
la organizacion de zonas de la membrana por lo que es posible
considerar que la flotilina interviene en la organizacion de los
supercomplejos (Bach & Bramkamp, 2013).

Los especialistas argumentan que B. subtilis esta provista de
unacadenarespiratoria en ausencia o en bajas concentraciones
de oxigeno por lo que tendra diferentes supercomplejos
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Tabla V. Los genes reportados como parte del sistema antioxidante de B. subtilis son los obtenidos en el sitio SubtiList (Moszer, 2002),
cada uno tiene el cédigo Uniprot que identifica a la proteina que codifican, la masa molecular predicha por la secuencia de aminoacidos
y la funcion de cada uno.

Gen Identificador Uniprot Kb i\l/([lz;saz; Descripcion de la funcién Referencias
sodA P54375 - SODM BACSU 2249 superoxido dismutasa Mn, (Inaoka, Matsumura &
- ‘ citoplasma Tsuchido, 1999)
) superdxido dismutasa Fe, (Bosak, Losick & Pearson,
sodF 035023 - SODF_BACSU 33.5 citoplasma (probable) 2008)
yojM 031851 - YOIM_BACSU 20.9 superoxido dismutasa de Zn (Banci et al., 2005)
katA P26901 - CATA BACSU 54.7 catalasa 1, vegetativa
— (Engelmann & Hecker,
katE P42234 - CATE_BACSU 775 | catalasa2, participaenla 1996)
- esporulacion
) . (Petersohn, Engelmann,
katX P94377 - CATX BACSU 62.3 Catalasa principal en esporas Setlow & Hecker, 1999b)
) Represor transcripcional del | (Faulkner, Ma, Fuangthong
perR P71086 - PERR_BACSU 16.4 regulon de peroxido & Helmann, 2012)
) Desconocida, similar a una (Hoper, Volker & Hecker,
ydbD P96597 - YDBB_BACSU 12.9 catalasa de manganeso. 2005)
. Desconocida, similar a
C 034423 - YJQC_BACSU 31.3 ;
W4 QC_ catalasa de Mn (Galperin, Yutin, Wolf, Vera
p Q45060 - TLP BACSU 9.7 Proteina 4cida pequena de la Alvarez & Koonin, 2022)
- ’ espora (tipo tioredoxina)
trxA P14949 - THIO BACSU 11.4 tioredoxina (Lu & Hol 2014)
u olmgren,
trxB P80880 - TRXB BACSU 34.5 Tioredoxina reductasa &
) similar a tioredoxina (Ollinger, Song, Antelmann,
yegT 031475 - FENRI_BACSU 36.9 reductasa Hecker & Helmann, 2006)
ydbP P96611 - YDBP BACSU 12.4 similar a tioredoxina (Petersohn ef al., 1999a)
ydfQ P96695 - YDFQ BACSU 336 similar a tioredoxina (Nicolas et al., 2012)
_ . . . (Bukowska-Faniband &
ykvV | DAFVWO - DAFVW0 BACNB 495 similar a tioredoxina Hederstedt, 2017)
Proteina similar a
yosR | 034342 - YOSR BACSU 240 tioredoxina derivada del (Parker, Zhu & Stubbe,
= 2014)
profago SPbeta
. Bacilliredoxina reductasa (Gaballa, Su & Helmann,
ypdA P50736 - BDR_BACSU 36.4 Bdr 2021)
ytpP 034357 - YTPP_BACSU 12.7 similar a tioredoxina H1 (Tossounian ef al., 2023)
) Ferredoxina:NADP (Komori, Seo, Sakurai &
yumC 005268 - FENR2 BACSU 36.8 reductasa Higuchi, 2010)
yusE 032171 - YUSE_BACSU 12.2 similar a tioredoxina (Molle et al., 2003)
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Tabla V. Los genes reportados como parte del sistema antioxidante de B. subtilis son los obtenidos en el sitio SubtiList (Moszer, 2002),
cada uno tiene el cédigo Uniprot que identifica a la proteina que codifican, la masa molecular predicha por la secuencia de aminoacidos

y la funcién de cada uno (continuacion).

Gen Identificador Uniprot Kb Masa Descripcion de la funcion Referencias
(kDa)
ahpC P80239 - AHPC_BACSU 20.6 alkyl hydroperoxide
- reductase (small subunit)
alquil hidroperéxido (Bsat, Chen & Helmann,
_ reductasa (subunidad 1996)
ahpF P42974 - DHNA BACSU 54.8 grande) / NADH
deshidrogenasa
perR P71086 - PERR BACSU 16.4 Represor’transcrlpglqnal del | (Bsat et al., 1996; Faulkner
- regulén de peroxido. etal.,2012)
similar a la proteina de (Cooper, Surendranath,
ykzA P80242 - OHRB_BACSU 14.6 resistencia al hidroperoxido Devedjiev, Bielnicki &
organico Derewenda, 2007)

segun sea el caso y en la anaerobiosis, B. subtilis utiliza la
fermentacion, pero también mantiene asociaciones diferentes
con la ATP sintasa, que falta investigar.

ENSAMBLE DE COMPLEJOS RESPIRATORIOS EN
SUPERCOMPLEJOS

Sousay colaboradores mencionan que los complejos bsc+caa;
forman un supercomplejo que puede pesar mas de 1000 kDa
(1 MDa), resultado igual al de (Garcia Montes de Oca et al.,
2012; Sousa et al.,2013b). Ademas, observaron que la SQR
forma un supercomplejo con la enzima nitrato reductasa
(SQR:Nar). Posteriormente, fue descrito el supercomplejo
SQR:bsc+caa;por (Picon Garrido et al., 2022). Sus estudios
muestran que la cadena respiratoria es dinamica y los
complejos respiratorios bacterianos se asocian entre si y
quiza con otras proteinas no identificadas.

RELACION CADENA RESPIRATORIA:
PROTEOGLICANOS

En estudios realizados se ha visto que la disipacion del
gradiente de protones por algiin método, (anadir azida de
sodio o un agente desacoplante como el CCCP), provocan la
autolisis de la bacteria. Este proceso inicia con el rompimiento
de la pared celular y, el estallamiento de la célula (Jolliffe,
Doyle & Streips, 1981). Los sustratos que alimentan a la
cadenarespiratoria (como la glucosa, el glicerol o el ascorbato/
TMPD) evitan que ocurra la autolisis o al menos aumentar el
tiempo en el que ocurre (generalmente menos de 2 o 3 min).
Esto también se ha observado en Staphylococcus aureus
(Biswas ef al., 2012). Se sabe que el 4acido teicoico es capaz
de unir a los protones provenientes de la cadena respiratoria,
laautolisina mayoritariade S. aureus AtlA, es inactivada a pH
acidos, pero su actividad aumenta cuando el pH cambiaa 7.0

CAPA DE

y la autolisis permanece baja cuando la cadena respiratoria
es activa (acidificando en medio extracelular). Asi la capa de
proteoglicanos esta relacionada con la presencia de protones
de la actividad de la cadena respiratoria. Una baja de oxigeno
produce la autolisis en un cultivo estatico en (Jolliffe et al.,
1981). Algunos inhibidores de la cadena respiratoria (como la
antimicinaA) son inductores de la autolisis en B. subtilis (Falk,
Noah & Weisblum, 2010). Cabe destacar que han encontrado
al menos 35 genes que codifican para autolisinas agrupados
en 11 diferentes familias de acuerdo con su secuencia de
aminoacidos lo que hace pensar que este es un proceso
complejo en B. subtilis (Smith, Blackman & Foster, 2000).

CONCLUSIONES

B. subtilis tiene una cadena respiratoria ramificada en la que,
los complejos respiratorios se asocian en supercomplejos
con diferentes donadores de clectrones, y de aceptores
terminales de electrones. La expresion de estos complejos
esta regulada por la presencia de glucosa, de oxigeno y la
falta de nutrientes. Las interacciones entre estos complejos
se relacionan con el crecimiento de la bacteria y, con la
pared celular. Atn falta saber si la cadena transportadora
de electrones forma radicales libres de oxigeno y como se
controlan. El estudio de las asociaciones entre los complejos
respiratorios permitird conocer como la bacteria regula la
transmision de los electrones, la generacion del gradiente de
protones, la sintesis de ATP y su relacion con otras proteinas
para sobrevivir, asi como la estabilidad de la membrana y
de la célula misma.
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