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Introduccion

Introduccidn

Sistemas respiratorios bacterianos

El proceso principal que utilizan las bacterias para generar energia
es el acoplamiento del flujo de electrones en las membranas con la
formacién de un gradiente electroquimico de protones. Los
electrones fluyen desde donadores primarios hasta aceptores
terminales, a través de una serie de proteinas transportadoras de
electrones y una clase de lipidos llamada quinonas. Al flujo de
electrones a través de los transportadores membranales y al
consumo de oxigeno u otro aceptor alterno le llamamos respiracion.
En las bacterias aerObicas el aceptor terminal de electrones es
oxigeno, mientras que las bacterias anaerobias presentan un
aceptor alterno a oxigeno, el cual pertenece a una variedad de
moléculas, tales como nitrato, fumarato, sulfato, entre otras. La
translocacion de protones ocurre en sitios especificos de
acoplamiento. La energia necesaria para formar el potencial
proténico se obtiene de la diferencia en los potenciales de
oxidoreduccion de los transportadores de electrones. El potencial
desarrollado es empleado para llevar a cabo la sintesis de ATP
(molécula portadora de energia de las células procariontes y
eucariontes), transporte de solutos, rotacion flagelar, entre otras
acciones (82).

Las cadenas de transporte de electrones varian entre las diferentes
bacterias, y también de acuerdo con las condiciones de crecimiento.
En forma similar al transporte de electrones mitocondrial, las
cadenas bacterianas estan organizadas en complejos de

deshidrogenasa y en complejos de oxidasa conectados por
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guinonas. Las quinonas aceptan electrones de las deshidrogenasas
y los transfieren a los complejos de oxidasas que reducen al aceptor
terminal. Algunos de los complejos de deshidrogenasas son NADH
y succinato deshidrogenasa, analogos a los complejos | y Il en la
mitocondria. Pero ademas de estas deshidrogenasas, hay muchas
otras para una gran diversidad de sustratos. Por ejemplo: la glucosa
deshidrogenasa (GDH) etanol deshidrogenasa, acetaldehido
deshidrogenasa, metanol deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa,
entre otras (46). Dependiendo de la fuente de electrones y del
aceptor de electrones, las bacterias pueden sintetizar y sustituir un
complejo de deshidrogenasa por otro, 0 uno de oxidasa por uno de
reductasa. Hay dos caracteristicas principales que marcan la
diferencia entre la cadenas respiratorias bacteriana y mitocondrial:
la primera consiste en que las rutas hacia el aceptor terminal en las
bacterias estan ramificadas, con el sitio de la ramificacion a nivel de
la quinona o de algun citocromo, y la segunda radica en que
muchas bacterias pueden alterar sus cadenas respiratorias
dependiendo de las condiciones de crecimiento, principalmente a la
tensidon prevalente de oxigeno. Bajo condiciones aerobias,
frecuentemente existen dos o tres ramificaciones que conducen a
diferentes oxidasas.

Las bacterias acéticas

Las bacterias acéticas (de acido acético) son aerobios obligados,
conocidos como productores de vinagre. Estas producen &cido
acético a partir de etanol por medio de dos reacciones cataliticas
subsecuentes de alcohol deshidrogenasa (ADH) y aldehido
deshidrogenasa (ALDH) membranales. Las bacterias acéticas son

capaces de oxidar varios azucares y alcoholes tales como b-
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glucosa, bp-sorbitol y glicerol. Tales reacciones de oxidacion son
llamadas “fermentaciones oxidativas”, puesto que éstas involucran
la oxidacion incompleta de alcoholes o azlUcares acomparfiada por la
acumulacion de los productos de oxidacién en el medio de cultivo.
Las bacterias capaces de efectuar fermentaciones oxidativas son
llamadas “bacterias oxidativas”, de las cuales las mas conocidas
son las bacterias acéticas (64). Las bacterias acéticas se
clasificaron originalmente en dos géneros: Gluconobacter vy
Acetobacter. En 1984 se introdujo el subgénero Gluconoacetobacter
dentro del género Acetobacter, para clasificar a aquellas bacterias
acéticas que oxidan acetato y que tienen Q;; como quinona
principal (88). En 1997 se elevd este subgénero a nivel de género,
con base en un andlisis de la secuencia parcial de genes del rRNA
16S de varios microorganismos de este grupo taxonomico (86).
Posteriormente el nombre genérico fue validado y corregido como
Gluconacetobacter (87). El género Gluconacetobacter se diferencia
del género Gluconobacter por su capacidad de oxidar acetato y del
género Acetobacter por su quinona endogena (Qip en
Gluconacetobacter y Qg en Acetobacter) (85). El microorganismo
estudiado en esta tesis es Gluconacetobacter diazotrophicus.

La cadena respiratoria de Gluconobacter spp. consiste en una gran
cantidad de citocromo c, ubiquinona, y una ubiquinol oxidasa
terminal citocromo o0; éste también posee una oxidasa alternativa
insensible a cianuro. Las cadenas respiratorias de Acetobacter spp.
y Gluconacetobacter spp. tienen una composicion similar que
consiste en ubiquinona, citocromo b, citocromo c, y una ubiquinol

oxidasa terminal que es un citocromo a,, la diferencia entre ambos
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géneros consiste en que Gluconacetobacter no contiene citocromo
o (64).

Las bacterias acéticas son Gram-negativas y por lo tanto, la fraccion
membranal consta de capas exterior e interior. En general, todos los
componentes respiratorios de las bacterias Gram-negativas estan
localizados en la membrana citoplasmica, incluyendo a la mayoria
de las deshidrogenasas primarias, tales como ADH, ALDH, GDH,
las deshidrogenasas de lactato y NADH, asi como los componentes
citocromicos. Las bacterias acéticas poseen varias
deshidrogenasas que actian en la oxidacibn de alcoholes y
azucares. Presentan deshidrogenasas dependientes de NAD(P)”
localizadas en el citoplasma. Ademas presentan deshidrogenasas
independientes de NAD(P)*, las cuales estan localizadas en la
membrana. Se sabe que casi todas las deshidrogenasas primarias
involucradas en la oxidacién de alcoholes y azucares se localizan
en las membranas de los organismos. Estas deshidrogenasas
ancladas a la membrana han sido solubilizadas con detergente,
purificadas y caracterizadas (2, 6, 3, 30, 35, 62, 64). Las
deshidrogenasas membranales se dividen en quinoproteinas y
flavoproteinas, que tienen grupos prostéticos de quinona de
pirroloquinolina (PQQ) y dinucledtido de flavin adenina (FAD). Este
ultimo unido en forma covalente. Las deshidrogenasas que oxidan
alcohol, aldehido, b-glucosa, b-fructosa y glicerol son
guinoproteinas, mientras que b-gluconato, 2-ceto-b-gluconato, b-
sorbitol y L-sorbosa son oxidados por flavoproteinas (64). Casi todas
las deshidrogenasas de alcoholes y azucares parecen tener el sitio
activo orientado hacia el periplasma. Estas deshidrogenasas estan

vinculadas a la cadena respiratoria. También se ven involucradas
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en la produccién de acidos carboxilicos (como &cido acético) y
acidos de azucares (como acido glucoénico), por lo cual las bacterias
acéticas son importantes para las industrias de fermentacion que
producen biomateriales (26). Algunas oxidasas bacterianas usan
ferrocitocromo ¢ como sustrato, el cual recibe los electrones del
complejo bc; (78), en forma similar a la citocromo c oxidasa
mitocondrial; otras utilizan ubiquinol como sustrato, o sea, funcionan
como ubiquinol oxidasas (5). Las citocromo c oxidasas se
encuentran en las bacterias “oxidasa positivas”, tales como
Paracoccus, Pseudomonas y Azotobacter, donde los citocromos
aas, caaz 0 co funcionan como oxidasa terminal. Las ubiquinol
oxidasas estan presentes en las bacterias “oxidasa negativas”, que
incluyen a E. coli y bacterias acéticas; las cadenas respiratorias de
dichas bacterias contienen citocromos bo, ba, aa; o bd. Hasta la
fecha se conoce que todas las bacterias acéticas tienen ubiquinol
oxidasa como oxidasa terminal, pero que son divergentes en cuanto
al tipo de citocromo presente en cada especie (64). El citocromo bo
se observa principalmente en Gluconobacter spp., tanto el
citocromo ba como el citocromo bd se presentan en varias especies
de Acetobacter y ocurre algo similar en el género
Gluconacetobacter.

Fijacion Bioldgica de Nitrégeno

El nitrogeno es un componente primordial de las proteinas, los
acidos nucleicos y muchas otras biomoléculas. Por ello, es
indispensable que este elemento se encuentre en formas utilizables
por el metabolismo de todos los organismos que habitan el planeta
Tierra (14, 52). Al mismo tiempo la abundancia de nitrégeno

atmosférico contrasta con la dificultad que hay en su asimilacion
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directa, ya que el nitrogeno elemental ( Nx(g) ) es un gas inerte en
condiciones habituales. Solamente un reducido numero de
microorganismos, llamados diazotrofos, son capaces de reducir el
nitrégeno a su forma asimilable de amonio. Los diazétrofos aportan
anualmente el 60 % del nitrégeno fijado de la tierra, siendo un
porcentaje menor el que corresponde tanto al nitrégeno industrial
como al que es fijado por radiacion (52). La fijacion biolégica de
nitrdgeno es llevada a cabo por la nitrogenasa en los organismos
diazotrofos. Esta enzima tiene el papel principal en el
mantenimiento del ciclo biogeoquimico del nitrégeno. La
nitrogenasa consiste en dos proteinas distintas: la dinitrogenasa
(proteina MoFe o proteina 1) y la dinitrogenasa reductasa (proteina
Fe o proteina I1)(14). Varios procariontes son capaces de fijar
nitrogeno, los cuales pertenecen a grupos tales como
cianobacterias fotosintéticas, bacterias fotosintéticas,
arqueobacterias, bacterias aerobias y anaerobias, ademas de
actinomicetos, de vida libre o en simbiosis con algunas plantas (14,
39). Bajo condiciones 6ptimas, la estequiometria de la reduccion de
dinitrégeno (Nx(g) ) por la nitrogenasa es la siguiente:
N, +8H"+8e+16MgATP — 2NH3+H,+16MgADP+16P;

O sea, se requieren 2 MgATP por cada electron transferido (52).
Aunque bajo condiciones fisioldgicas normales el requerimiento es
cercano a 20 — 30 MgATP (14). El sustrato fisiologico de la
nitrogenasa es N,, sin embargo puede reducir una gran variedad de
sustratos, tales como N,O, cianuro, isocianuro de nitrilo, azida,
acetileno, ciclopropeno, cianamida y diazirina. El sustrato alternativo
mas util es el acetileno (C,H,), ya que es apto para el ensayo con el

cual se monitorea la actividad de nitrogenasa (25). La nitrogenasa
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se ha encontrado en anaerobios estrictos, aerobios facultativos,
organismos microaerobios y aerobios estrictos. En todos estos
casos se ha comprobado que tanto la dinitrogenasa como la
dinitrogenasa son sensibles al oxigeno (14, 25, 39, 42, 52).

Dalton y Postgate propusieron que las bacterias aerobias deberian
de poseer un mecanismo que proteja al sistema fijador de nitrégeno
de la inactivacion por oxigeno. Este mecanismo podria operar de
dos maneras. Una de ellas consistiria en la “proteccion
conformacional” de los componentes de la nitrogenasa, volviendo
inaccesibles a sus sitios activos o estabilizando a los mismos de
manera tal que la presencia del oxigeno no pudiera dafarla. El
segundo mecanismo protector podria consistir en depurar el
oxigeno en el ambiente circundante a la nitrogenasa por medio de
la respiracion. Este ultimo recibe el nombre de “protecciéon
respiratoria” (25).

Gluconacetobacter diazotrophicus es un organismo microaerobio
capaz de fijar nitrdgeno en cultivo y es el Unico conocido de su
género que posee esta caracteristica (1, 19, 20, 38, 72, 73).
Ademas se sabe que la nitrogenasa de G. diazotrophicus es mas
tolerante al oxigeno que la de otros diazotrofos microaerébicos (73).
Por ello se propone que Ila fijacibn de nitrdgeno por
Gluconacetobacter diazotrophicus puede operar junto con el
mecanismo de “proteccion respiratoria”. Se ha demostrado que la
concentracion de amonio en el medio de cultivo influye fuertemente
tanto en la actividad como en la composicion del sistema
respiratorio del organismo mencionado (33). La nitrogenasa en G.
diazotrophicus es parcialmente inhibida por amonio en

concentracion 20 mM (73) y completamente inhibida por amonio 40
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mM (33). G. diazotrophicus requiere una dosis inicial de amonio (por
ejem. 1 mM) para crecer con fijacion de nitrégeno en cultivo liquido
(33, 73).

En el marco del estudio de la cadena respiratoria de G.

diazotrophicus, en condiciones de diazotrofia, el objetivo de esta

tesis fue demostrar que la ubiquinona-10 es el aceptor de
electrones comun para las deshidrogenasas membranales. Para tal
proposito:

1) Se analiz6 la cinética de las propiedades de crecimiento de G.
diazotrophicus para caracterizar a la bacteria en cultivo.

2) Se llevaron a cabo la purificacion, y la determinacion de las
guinonas naturales de G. diazotrophicus.

3) Preparaciones membranales fueron sometidas a inactivacion
(selectiva para las quinonas) con luz UV3zsonm . Se determing el
porcentaje de pérdida de actividad respiratoria.

4) Las membranas irradiadas fueron reconstituidas con analogos
de quinonas. Se determin6 el porcentaje de restauracion de
actividad respiratoria para diferentes sustratos.

Los resultados obtenidos demostraron que, en efecto, el aceptor

comun para las deshidrogenasas membranales es la ubiquinona, y

gue su funcién de acarreador de electrones es determinante en la

cadena de transporte de electrones de G. diazotrophicus.
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Hipotesis y Objetivos
Hipotesis
La ubiquinona-10 es el aceptor de electrones comun para las

deshidrogenasas membranales de Gluconacetobacter

diazotrophicus.

Objetivo General
Determinar el papel de la Ubiquinona-10 en la oxidacion de
sustratos en el espacio periplasmicos y en el citoplasma de la
bacteria Gluconacetobacter diazotrophicus.
Objetivos Particulares
e Determinar el efecto de la concentraciéon de amonio sobre las
propiedades de crecimiento y la expresion de quinonas
membranales G. diazotrophicus.
e Aislamiento, purificacion e identificacion de quinonas
enddgenas de G. diazotrophicus.
¢ I|dentificacion de los componentes enzimaticos del sistema

oxidativo de la glucosa en G. diazotrophicus.
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Antecedentes

Gluconacetobacter diazotrophicus

Gluconacetobacter diazotrophicus (inicialmente llamado Acetobac
ter diazotrophicus ) es un diazotrofo aerotolerante (1, 19, 20, 31, 33,
38, 72, 73, 84) que fue aislado de diferentes muestras de raices y
tallos de cafia de azucar, en diversas regiones de cultivo en Brasil
(19). G. diazotrophicus pertenece al grupo de las bacterias de acido
acetico, dado que se trata de un aerobio obligado que produce
acido acético a partir de etanol. Debido a su capacidad para oxidar
el acido acético y el acido lactico a CO,, la especie fue clasificada
originalmente dentro del género Acetobacter (38). Como se
menciond anteriormente, se introdujo el subgénero
Gluconoacetobacter para agrupar aquellos miembros del género
Acetobacter que oxidan acetato y tienen ubiquinona-10 (Qio ) como
quinona principal, como en el caso de G. diazotrophicus (88).
Gluconoacetobacter se convirtid en género (86) y posteriormente se
corrigié su nombre a Gluconacetobacter (87). Por estos motivos el
nombre genérico actual del organismo en estudio es
Gluconacetobacter diazotrophicus, siendo este ultimo utilizado a lo
largo del presente manuscrito.

La quinona presente en la bacteria es Qo Yy también existe una
pequefa cantidad de Qg (menor al 3 %). Las células son bacilos
Gram-negativos rectos con extremos redondos; de 0.7 a 0.9 por 2
um; estos son moviles por la presencia de 1 a 3 flagelos laterales
(38). G. diazotrophicus fija nitrégeno del aire en medio semisadlido y
en medio liquido requiere una dosis inicial de amonio. Su

temperatura 6ptima de crecimiento es de 30 °C. Crece en medios
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minerales que contienen amonio. Su mejor fuente de carbono es la
sacarosa al 10%, aunque también se emplean glucosa, fructosa,
galactosa, etanol (1%), manitol y glicerol. EI crecimiento y la fijacion
de N,(g) también ocurren en sacarosa al 30% y glucosa al 30%. La
cepa tipo es PAL 5 (ATCC 49037), la cual posee todas las
caracteristicas de la especie. G. diazotrophicus también ha sido
aislado de cafa azucarera en Australia (38), a partir de la planta de
café (47), de la pifia, del pasto elefante enano y de la papa dulce
(75).

Glucosa deshidrogenasa membranal

Casi todas las deshidrogenasas primarias que forman parte de los
sistemas oxidativos de alcoholes y de azucares se localizan en las
membranas celulares de las bacterias que las contienen (64). La
GDH es una quinoproteina, con quinona de pirroloquinolina (PQQ)
como grupo prostético. Esta enzima presenta actividad de
oxidoreductasa (62), llevando a cabo la catélisis de la oxidacion de
una amplia gama de hexosas y pentosas, pero rara vez oxida
disacaridos (6). La GDH membranal ha sido estudiada en una gran
variedad de microorganismos, tales como Acinetobacter (28),
bacterias entéricas, pseudomonadas y bacterias acéticas (64). En
todos los casos el aceptor fisiologico de electrones es una
ubiquinona (6, 59). Se han descrito dos tipos de GDH. Las enzimas
del tipo | tienen un punto isoeléctrico bajo, por lo cual la actividad de
GDH se pierde completamente después de dializar la enzima contra
disoluciones amortiguadoras que contienen EDTA, debido a la
eliminacion de PQQ (como el caso de la GDH de K. pneumoniae y
Pseudomonas sp.) y las enzimas del tipo Il, que presentan un punto

isoeléctrico alto, por lo que no puede eliminarse el grupo PQQ por
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didlisis contra amortiguadores con EDTA (35). Se conocen dos tipos
de glucosa deshidrogenasa: la forma unida a la membrana celular,
(mMGDH o GDH-A), y la forma soluble, (sGDH o GDH-B). EIl grupo
prostético tanto de la mGDH, como de la sGDH es quinona de
pirroloquinolina (PQQ), también llamado 2,7,9-tricarboxi-PQQ (ver
Figura 1). La PQQ se ha aislado por desnaturalizacion de metanol
deshidrogenasa. La mGDH es una enzima dimérica a,. Cada
subunidad posee una molécula de PQQ y un ion Ca?'. La enzima
muestra cooperatividad negativa. Asimismo puede eliminarse el
PQQ de la mGDH vy esta puede reactivarse con PQQ en presencia
de calcio (65).

En E. coli la GDH es una proteina monomeérica de 88 kDa que
contiene cinco dominios hidrofébicos en la region N-terminal, y
consta de 145 residuos de amino &cido, los cuales le sirven como
ancla a la membrana, mientras que la region C-terminal tiene una
estructura de superbarril con pliegues de hélices B-laminares; este
es el dominio catalitico que porta los sitios de union de PQQ, de
Ca®"y de Mg®* (30, 64, 65, 84).

Figura 1 Quinona de pirroloquinolina (PQQ), el grupo prostético de
la glucosa deshidrogenasa membranal
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Esta mGDH dona electrones directamente a la ubiquinona-8 (Qg), la
cual los transfiere a una ubiquinol oxidasa terminal, ya sea el
complejo citocromo o o el complejo citocromo d (29, 57). La mGDH
es capaz de transferir electrones a analogos de la ubiquinona, asi
como a diversos pigmentos (65).

En cuanto a la mGDH en bacterias acéticas, ha sido demostrado
gue en Gluconobacter oxydans la produccién de acido gluconico se
debe principalmente a mGDH, con una actividad 30 veces mayor
que la GDH dependiente de NADP™ (sGDH citoplasmica). La mGDH
cataliza la oxidacion del sustrato directamente en el periplasma
(64). Se reportd que en G. suboxydans la mGDH es un polipéptido
sencillo de 87 kDa, la cual une tan fuertemente a PQQ que la
dialisis con EDTA no puede eliminarlo. La enzima puede donar
electrones a ubiquinonas de cadena larga (Qs 0 Qg Y @ su quinona
nativa Qip), homélogos de cadena corta y varios pigmentos
artificiales, ademas es practicamente idéntica a la mGDH de G.
oxydans y es homologa a las enzimas tanto de Acinetobacter
calcoaceticus como de E. coli (62). Se conoce que G.
diazotrophicus posee una GDH dependiente de PQQ, que
pertenece al tipo Il de GDH debido a que su dialisis contra EDTA a
pH de 8.5 no disminuye su actividad y a que dicha actividad si se
pierde con dialisis contra EDTA a pH 6.0 y no se puede reconstituir
por incubacion con PQQ. La sintesis de esta enzima es estimulada
cuando G.diazotrophicus crece en condiciones de fijacion de
nitrogeno (35). Los extractos membranales de este organismo
presentan altas actividades de GDH vinculada a PQQ. Ademas G.
diazotrophicus ha mostrado tener actividad de pb-gluconato

deshidrogenasa, hecho al cual se atribuye el consumo de &cido
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gluconico en cultivo, después de haber consumido la mayor parte
de glucosa. Los extractos de esta especie también poseen una
GDH dependiente absolutamente de NAD® (via fosforilativa del
metabolismo de glucosa), lo cual marca una diferencia notable con
la enzima proveniente de G. oxydans, la cual depende de NADP”,
aunque la actividad de la quinoproteina muestra una cierta ventaja
en la conversibn de glucosa en &cido glucénico (7). G.
diazotrophicus secreta al medio de cultivo una levansacarasa,
enzima que cataliza la transfructosilacion desde la sacarosa hacia
varios aceptores, como el agua (hidrolisis de sacarosa). El
crecimiento de esta bacteria en sacarosa como fuente de carbono
se atribuye a la ruptura del disacarido por la catalisis de dicha
enzima. Se ha reportado que esta enzima también conduce la
sintesis de un exopolisacaridos del tipo de las levanas (45).
Quinonas respiratorias

Las quinonas isoprenoides respiratorias son compuestos lipidicos
terpenoides que forman parte de la cadena respiratoria de los seres
vivos, cuya funcion es transportar electrones en el interior de la
membrana. Se conoce una gran diversidad de tipos de quinonas
bacterianas (49). Hay dos grupos principales de quinonas
iIsoprenoides bacterianas: las naftoquinonas y las benzoquinonas.
Las naftoquinonas se dividen en filoquinonas y menaquinonas. Por
su parte las benzoquinonas se dividen en ubiquinonas vy
plastoquinonas (Figura 2) (21). C.W. Jones propuso una
clasificacion en tres grupos para las bacterias aerobias segun su
tipo de quinona respiratoria; dos grandes grupos de bacterias que

poseen o menaquinona (MK) o ubiquinona (Q) Unicamente y un
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Benzoquinonas
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Figura 2 Las principales quinonas respiratorias bacterianas: benzoquinonas (a,
ubiquinona-n; b, plastoquinona-n; y ¢, rodoquinona-n) y naftoquinonas (d,
menagquinona-n; e, demetilmenaguinona; f, clorobiumquinona; g, floquinona)
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grupo pequefio que contiene ambos tipos de quinona (49). Hasta
1963 no se habian encontrado ninguna clase de quinonas en
microorganismos anaerobios (13); sin embargo, estudios posterio
res han revelado que las bacterias anaerobias aparentemente solo
producen menaquinonas (22).

Las menaquinonas (derivados de vitamina K;) conforman una clase
de moléculas con un nucleo de 2-metil-1,4-naftoquinona con una
cadena lateral que presenta de 1 a 15 unidades de isopreno, en su
posicion tres (21). Algunos organismos gue contienen menaquinona
en su cadena respiratoria son: Mycobacterium phlei, Haemophilus
parainfluenzae, Bacillus subtillis, y B. stearotermophilus. Por su
parte E. coli presenta un sistema mixto de quinonas (menaquinona
y ubiquinona) (49). La filoquinona (vitamina K;) (9), se asocia con
los tejidos verdes de Ilas plantas. En los procariontes,
aparentemente se limita solo a las cianobacterias. Se han reportado
varios grados de saturacién en la cadena lateral de diferentes
menaquinonas. Algunas menaquinonas dihidrogenadas estan
dispersas entre las corinebacterias y las micobacterias, mientras
gue las menaquinonas mas saturadas (desde tetra- hasta
octahidrogenadas) son comunes en ciertos actinomicetos. Se han
reportado menaquinonas desmetiladas en el carbono 2 y son
llamadas demetilmenaquinonas han sido encontradas en muchas
bacterias Gram-negativas, mientras que estas quinonas solo se han
encontrado en una sola especie Gram-positiva (Streptococcus
faecalis). Otra menaquinona reportada es la clorobiumquinona, la
cual es producida por ciertas bacterias fotosintéticas. La
clorobiumquinona contiene un grupo carbonilo en su cadena lateral;

se trata de la 1’-oxomenaquinona-7 (21). La ubiquinona o coenzima
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Q se ha aislado de la mitocondria de diversos tejidos animales, de
los cloroplastos de muchas plantas superiores y de la membrana
citoplasmica de una gran variedad de microorganismos (bacterias
aerobicas, bacterias facultativas en aerobiosis y hongos) (13, 56).
Las ubiquinonas contienen un nucleo de 2,3-dimetoxi-5-metil-1,4-
benzoquinona con una cadena lateral poliisoprénica en su posicion
6 (21) (Ver Figura 2). La comision sobre nomenclatura bioquimica
de la IUPAC-IUB, en 1965, recomendé la nomenclatura ubiquinona-
n (n es el numero de unidades de isopreno), en lugar de la hasta
entonces usada coenzima Q, y ubiquinona-5n (5n corresponde al
namero de atomos de carbono de la cadena lateral) (23). Sin
embargo, por simplicidad, en este texto se empleara Q, para la
ubiquinona-n.

Las especies microbianas presentan frecuentemente las
ubiquinonas con cadenas de 6 a 10 unidades de isopreno, (de Qs a
Q10) (10), aunque entre los procariontes, las ubiquinonas tienen una
distribucion mas limitada que las menaquinonas; puesto que estan
en muchas eubacterias Gram-negativas (21). La ubiquinona se ha
encontrado en el sistema de transporte de electrones tanto de A.
vinelandii un aerobio fijador de nitrdgeno, como en E. coli, un
facultativo (aunque la ubiquinona soOlo se expresa en aerobiosis)
(23). La ubiquinona no ha sido encontrada en anaerobios estrictos,
tales como Clostridium perfringens, ni en anaerbios facultativos, con
sistema citocromico convencional, (p. ej. Lactobacillus). Aquellos
microorganismos que poseen sistemas citocromicos terminales pero
que carecen de ubiquinona, (p. ej. Mycobacterium y Bacillus)
presentan quinonas del tipo vitamina-K (naftoquinonas) (23, 56). La

plastoquinona es una benzoquinona primordial, que fue aislada
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originalmente de alfalfa y posteriormente se identific6 en las
cianobacterias, grupo que se caracteriza por la posesion de este
tipo de quinona. Se trata de una 2,3-dimetilbenzoquinona con una
cadena de nueve isoprenos. Tanto en Rhodospirillum rubrum como
en Euglena spp. (16) se ha aislado la rodoquinona, una
aminoquinona derivada de la Qj0, con un grupo amino en lugar del
grupo metoxilo en posicién para con respecto a la cadena lateral
(Figura 2). También existe una quinona azufrada, poco usual,
llamada caldarielaguinona, encontrada en Caldariella acidophila una
arqueobacteria aciddfila termofilica (21). La quinona enddégena de
Gluconacetobacter xylinum es Qio; al igual que todos los de su
género, incluyendo G. diazotrophicus, la bacteria estudiada aqui
(10).

Por su parte, las cianobacterias, con una actividad respiratoria
menor que la de la mayoria de los aerobios, aparentemente puede
respirar en ausencia tanto de menaquinona como de ubiquinona
(15). Saccharomyces cerevisiae (levadura) puede respirar con
varios homologos de ubiquinona, aunque muestra preferencia por la
natural (Qg) (66). En eucariontes superiores la ubiquinona esta
contenida en la mitocondria de cada uno de los siguientes tejidos:
corazon de res, higado de rata, corazén de cerdo, corazdn de
caballo y coliflor (23, 56). La cantidad de ubiquinona reportada en
animales (en umol/g proteina) oscila entre 2.9 y 4.0 en mitocondria
cardiaca de vaca,; entre 0.66 y 1.7 en mitocondria hepatica de rata.
En plantas verdes (en umol/g peso seco de tejido) de 0.012 a 0.068.
En el reino de las bacterias (en umol/g peso seco de células): A

vinelandii, diazo6trofo con una gran velocidad de respiracion,
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contiene de 2.6 a 6.0, E. coli en aerobiosis tiene 0.24; S. cerevisiae
(levadura facultativa) con 0.35 se asemeja al anterior, mientras que
en anaerobios la cantidad existente es despreciable (23, 56). Para
G. xylinum se ha reportado un contenido de 0.6 a 0.8 umol de
ubiquinona/g de células secas, el cual excede al triple la cantidad de
citocromos individuales y equivale a la de las flavoproteinas (10). En
A. vinelandii, la Qg, excede 6 veces la concentracion de sus
componentes citocromicos individuales (49). Cabe destacar que en
mitocondria de corazéon de res el contenido de Qo es entre 10 y 20
veces mayor al contenido de citocromo c (43, 80).

Dada la facilidad con la que son extraidas por disolventes para
lipidos, se ha propuesto que las quinonas no estan unidas en forma
covalente con alguna enzima, sino que se mantienen asociadas a
lipidos o proteinas de la membrana mediante interacciones
hidrofobicas (23). Las quinonas isoprénicas son foto-oxidadas
rapidamente en presencia de oxigeno y luz intensa. Son
susceptibles a condiciones alcalinas, por lo cual la extraccidon con
disolventes es mas adecuada que la saponificacién. La purificacion
de esta clase de compuestos debe realizarse lo mas pronto posible
después de su aislamiento. La extraccidon se ha realizado con
disolventes comunes de lipidos, tales como éter de petroleo,
cloroformo, acetona, éter dietilico, entre otros. La extraccion puede
llevarse a cabo con un solo disolvente o con la mezcla de dos de
éstos (21). También se han diseflado procedimientos de extraccion
de quinonas a semimicroescala (53). Se ha demostrado que el
procedimiento de extraccion con disolventes seguida por
purificacion con cromatografia en capa fina (TLC, thin layer

chromatography) ofrece una recuperacion cuantitativa a partir de
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células tanto bacterianas como animales, siendo suficientes tres
extracciones sucesivas para agotar las quinonas de las membranas
(21, 54, 74). Las quinonas se purifican mediante procedimientos
cromatograficos comunes, tales como TLC normal y TLC de fase
inversa (RPTLC, reverse phase thin layer chromatography). Se han
reportado algunos valores de R; para diferentes quinonas con
diferentes fases moéviles (disolventes puros y mezclas de ellos) (9).
Las quinonas purificadas por TLC se pueden observar bajo luz
ultravioleta de 254 nm; éstas se observan como bandas de colores
café o violeta, con el trasfondo verde fluorescente dado por la placa
cromatografica. Con el sistema hexano/éter (85:15, v/v) se han
reportado valores de R; para las menaquinonas y para las
ubiquinonas de aproximadamente 0.7 y 0.3, respectivamente. Por
su parte la metilmenaquinona y la caldarielaquinona tienen unos Ry
de aproximadamente 0.8 y 0.6, respectivamente en el mismo
sistema (21, 23). En los cromatogramas de capa fina, las
ubiquinonas en particular, son identificadas por revelado con
disolucion de azul de metileno reducido (incoloro), el cual vira a
color azul al ser oxidado por la ubiquinonas; éstas se observan
como manchas de color azul (23). Aunque la plastoquinona y la
tocoferilqguinona también dan positivo a esta prueba, es importante
considerar que las bacterias no fotosintéticas por lo general no
contienen plastoquinonas, por su parte la reduccion de la
menaquinona es muy lenta (9). Por otro lado, han sido
caracterizados los compuestos intermediarios producidos durante la
biosintesis de la ubiquinona en E. coli. Estos fueron aislados y

purificados con los métodos descritos arriba (37).
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Mediante espectroscopia ultravioleta-visible es posible establecer la
clase o categoria a la cual pertenece una quinona isoprenoide
desconocida (9, 13, 21, 23) (ver Tabla 1). El espectro de absorcion
caracteristico de las benzoquinonas exhibe un pico singular a 275
nm en etanol y a 272 en ciclohexano. En el estado reducido el
espectro de la benzohidroquinona difiere del espectro del estado
oxidado en la posicion del pico de absorcion (290 nm) y en
intensidad (13) (los coeficientes de absorcion molares (g) se
presentan en la parte experimental). La diferencia de absorbancia a
275 nm permite calcular la cantidad de quinona en la celda.

Con el Ag(oxidado-reducido) correspondiente se determinan los
micromoles de ubiquinona (23). Para determinar el indice de pureza
de una quinona por este método de andlisis se utilizan los puntos
isosbésticos, es decir, valores puntuales de longitud de onda (nm),
donde la linea reducida se entrecruza con la linea oxidada en el
espectro combinado; la ubiquinona-10 tiene puntos isoshésticos en
294 y 231 nm (9). Las ubiquinonas extraidas a partir de células en
condiciones de ayuno por lo general se encuentran en estado
oxidado (54). La quinona encontrada en G. xylinum fue Q,o, dadas
las caracteristicas de su espectro de absorcién y su movilidad
cromatografica (idéntica a Q1) (10). La cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC, high performance liquid chromatography) es otra
herramienta atil para la determinaciéon de quinonas isoprenoides
(12, 44) ya que han sido determinados los niveles de oxidacion de
ubiquinona en ciertas clases de tejidos por la cuantificacion de
ubiquinona y ubiquinol mediante esta técnica (79). Sin embargo, la
técnica que permite determinar con mayor certeza la estructura de

las quinonas isoprenoides es la espectrometria de masas.
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Esta técnica proporciona pesos moleculares muy exactos, ademas
de reflejar tanto la naturaleza del sistema anular como la longitud y
grado de saturacion de la cadena lateral poliisoprénica (21).

Las quinonas funcionan como transportadores redox moviles en el
interior de la membrana, entre las deshidrogenasas membranales y
las enzimas que catalizan la reduccion de los aceptores terminales
de electrones. La fosforilacion oxidativa con oxigeno o nitrato como
aceptores terminales es llevada a cabo por las bacterias
poseedoras de cualquiera las quinonas respiratorias conocidas. En
contraste, las especies que poseen menaquinona pueden reducir
sulfato y no otro aceptor, como fumarato. Esta diferencia de funcion
entre la ubiquinona y las naftoquinonas puede explicarse con base
en sus potenciales redox (55). Ha sido demostrada la participacion
de las quinonas en el metabolismo oxidativo tanto con la pérdida de
actividad que ocurre después de agotar estos lipidos en las células
como con la restauracién de actividad por adicién de la quinona o
de sus homologos cercanos. El agotamiento de quinonas se ha
realizado por fotoinactivacion selectiva (luz UV de 360 nm) y por
extraccion con disolventes. Cabe mencionar, sin embargo, que la
destruccion de las benzoquinonas por irradiacion ocurre mas
lentamente que con las menaquinonas, hecho que determina el uso
de la extraccion por disolventes como la técnica mas adecuada para
el agotamiento de las benzoquinonas (13). Con base en pruebas de
inactivacion-restauracion se ha demostrado cual es la quinona

respiratoria principal de diferentes microorganismos (67).
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Tabla 1 Caracteristicas de absorcibn en ultravioleta de
menaquinonas, ubiquinonas y compuestos relacionados (tomada de
Collins, M.D. (21)).

Quinona Disolvente  Apax (nmM)
Menaqguinona Isooctano 242, 248, 260, 269, 326, 238
(inf)*
Filoquinona Isooctano 242, 248, 260, 269, 326, 238
(inf)
Demetilmenaquinona Isooctano 242, 248, 254, 263, 326, 238
(inf)
Clorobiumquinona Etanol 254, 256 (inf)
Termoplasmaquinona Isooctano 242, 248, 259, 269, 337
Ubiquinona Etanol 275
Rodoquinona Ciclohexano 251, 280, 320, 500 (inf)
Etanol 253, 283, 320, 500 (inf)
Plastoquinona Isooctano 254, 262
Caldarielaquinona Metanol 241, 283, 333
Isooctano 237,272, 278, 322
Metionaquinona Etanol 238, 262, 310

Y Inf. Punto de inflexién
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En G. xylinum la actividad de malato oxidasa fue restaurada con
vitamina K3 (una menaquinona), después de someter los extractos
de la bacteria acética a radiacion, a pesar de no ser su quinona
enddégena (10); ademas, se ha podido restaurar exitosamente la
actividad respiratoria de diversos organismos con homologos de
cadena corta (Q; y Q) (81), hechos que nos permiten proponer que
la actividad respiratoria de G. diazotrophicus pudiera ser restaurada
por quinonas diferentes a la natural. Por su parte, en la mitocondria
se ha restaurado la actividad de NADH y de succinato oxidasa (23),
entre otros sistemas (74), lo cual ha demostrado que la ubiquinona
juega un papel clave en la ruta principal de transporte de electrones.
Por ultimo, cabe mencionar que en los veinte afios recientes se ha
dado énfasis al papel que representan las quinonas como criterios
taxondmicos parciales (22, 55), en consideracion de que los
diferentes grupos taxondmicos de bacterias no solo se diferencian
por los tipos diferentes de quinonas que poseen, sino que también
existe divergencia en cuanto al niumero de unidades de isopreno, tal
como ocurre en el caso de las bacterias acéticas (34, 85, 86, 87,
88).

Oxidasas terminales

Los citocromos son hemoproteinas especializadas que consisten en
un grupo hemo unido a una proteina. El grupo hemo (Figura 3) esta
constituido por una porfirina coordinada con un ion Fe?" (reducido) o
Fe®" (estado oxidado), transportando un electrén. Las citocromo
oxidasas catalizan la transferencia de electrones al oxigeno
molecular, el cual se coordina con el centro metalico de estas

enzimas. Los sustituyentes de la porfirina confieren las propiedades
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de absorbancia y los potenciales redox estandar de los diferentes
citocromos.

Generalmente, el espectro diferencial de un citocromo del estado
reducido menos el estado oxidado muestra tres bandas principales
de absorcién en la regidn visible: la banda a (aproximadamente 545
— 650 nm), la banda 3 (aproximadamente 520 — 530 nm), y la banda
y 0 de Soret (aproximadamente 410 — 450 nm). Las excepciones
corresponden a los citocromos tipo a, que no presentan bandas f3
notables, y los citocromos tipo d, que muestran bandas de Soret
muy deébiles. EI EL(pH 7.0) de los citocromos se observa en el
intervalo de -100 a 500 mV, aunque algunos citocromos c tienen
valores mas negativos, mientras que el En(pH 3.2) de la citocromo
oxidasa a; posee un valor elevado, de 725 nm (48, 77).

Los valores de los diferentes tipos de citocromos guardan el
siguiente orden general:

Bajo E,c<b<doalto E,c<aas

Las citocromo oxidasas o0 y a; tienen E;, variables en el extremo
superior de este intervalo.

Con respecto al analisis de los citocromos, los espectros
diferenciales proporcionan datos sobre la identidad de los tipos de
citocromos y la cantidad presentes en una muestra. Dichos
espectros se obtienen de diferentes tipos de preparaciones. Se
tienen datos bien conocidos a cerca de tanto los perfiles de las
bandas de absorcion a, B y y, como de los coeficientes de absorcién
para cada tipo de citocromo (48).

La capacidad de ciertos citocromos a enlazar ligantes como el
monoxido de carbono (CO) y el cianuro (CN’) ha sido aprovechada

de forma extensa. La reaccidon de los citocromos respiratorios se ha
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tomado como evidencia de que se trata de oxidasas funcionales o
potenciales.

Sin embargo, esta suposicion debe confirmarse mediante la
identificacion de espectros de accion e intercambio de ligandos
CO/O; (33). El CO se une a la forma reducida de las oxidasas,
actuando como inhibidor competitivo con respecto al oxigeno. Los
complejos respectivos tienen un maximo de absorcion
caracteristico, ademas de ser fotodisociables (77). Por su parte, las
reacciones del cianuro con los citocromos son mas complejas que
las de CO. EIl cianuro reacciona con ambas formas, oxidada y
reducida; la afinidad para la forma oxidada es alta, pero la reaccion
es lenta, mientras que para la enzima reducida ocurre lo contrario.
Los espectros mas viables para identificar citocromos tipo aas,
reactivos con cianuro y otras oxidasas supuestas, son los
reducidos, unidos a cianuro menos reducidos, de forma similar a los
espectros de CO. También son empleados otros ligantes, tales
como monoxido de nitrogeno, el cual debe generarse
constantemente dada su reactividad con el oxigeno; otros ligantes
empleados son azida, fluoruro, isonitrilos y sulfuro, los cuales
generalmente provocan cambios espectrales menos notables. La
luz disocia el complejo de CO de diversas oxidasas. Los espectros
de fotodisociacion presentan la forma de un espectro diferencial de
CO invertido, con la diferencia en absorbancia entre una muestra
reducida, ligada con CO que ha sido fotolisada y una muestra
idéntica no irradiada (48). Por otro lado, los citocromos tipo ¢ se

identifican por electroforesis, con base en la actividad de peroxidasa
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Figura 3 Las estructuras de los grupos prostéticos hemo de los
citocromos. El hemo d es una dihidroporfirina en la cual el enlace
C5-C6 esta saturado
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de su grupo hemo (zimografia), dado que en los citocromos c el
hemo estd unido covalentemente, son los Unicos que retienen
cuantitativamente su hemo durante la electroforesis en gel con SDS
(40).

A pesar de las diferencias observadas entre las oxidasas
bacterianas, con respecto a sus sustratos, afinidades por oxigeno,
tipos de hemos y composicion metalica, la mayoria de ellas son
integrantes cercanos de una sola familia llamada la superfamilia de
las oxidasas hemo-cobre, con base en la homologia de la
subunidad | (36). Algunas oxidasas bacterianas usan citocromo c
como sustrato (citocromo c oxidasas), en forma similar a las
oxidasas mitocondriales; otra utilizan ubiquinol como sustrato
(quinol oxidasas) (5). Como se explicé anteriormente, en el caso de
las citocromo c oxidasas, el sustrato recibe los electrones del
complejo citocromico bc;. La actividad protdbn motriz de este
complejo convierte la energia libre de la transferencia de electrones
en un gradiente electroquimico de protones a través de la
membrana (78).

Hasta ahora es sabido que las bacterias acéticas tienen ubiquinol
oxidasa como oxidasa terminal y que contienen citocromos de tipo ¢
de bajo potencial asociados a las deshidrogenasas periplasmicas
que presentan PQQ como grupo prostético; pero que divergen en
cuanto al tipo de oxidasa terminal para cada especie. Estos
citocromos tipo ¢ son diferentes a los citocromos c libres de la
mitocondria, los cuales funcionan como intermediarios entre el
complejo bc; y el citocromo aas. Con respecto a G. diazotrophicus,
se ha reportado que esta bacteria carece de complejo bc; (84). El

citocromo bo se observa principalmente en Gluconobacter spp.; en
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tanto que el citocromo ba como el citocromo bd se presentan en
varias especies de Acetobacter spp. y de Gluconacetobacter (64).
Se conoce que el citocromo bo estd relacionado estructural y
funcionalmente con la citocromo ¢ oxidasa de la mitocondria y de
algunas bacterias (69). El citocromo bo se detectd en G.
suboxydans, A. aceti y en A. methanolica y se identific6 como una
ubiquinol oxidasa con alta actividad. Las oxidasas purificadas de
diferentes especies consisten de cuatro subunidades no idénticas y
dos citocromos tipo b, uno de los cuales se une a monoxido de
carbono, demostrando con ello que se trata de un citocromo o. La
actividad quinol oxidativa de la oxidasa es inhibida por cianuro o
analogos de quinona. El citocromo bo es generador de energia,
puesto que establece un gradiente electroquimico de
aproximadamente -140 mV durante la oxidacion de ubiquinol en
liposomas (64).

El citocromo a; se encontré inicialmente en A. pasteurianum.
Muestra una banda débil a 589 nm, la cual es intensificada por
cianuro y que se desplaza a 592 nm en presencia de monoxido de
carbono. El citocromo a; se identifica de acuerdo con los siguientes
criterios: 1) La oxidasa contiene hemo a, ademas de hemo b. 2) La
banda o se observa débil y ancha, la cual es notablemente
intensificada y afinada en una banda estrecha a 589 nm, después
de afnadir cianuro. 3) El citocromo a que presenta la enzima
reacciona con CO, lo cual se observa claramente en su espectro
diferencial de monoxido de carbono. A. aceti expresa citocromo a;
en cultivo agitado. La enzima purificada se comporta de forma
similar a otras ubiquinol oxidasas, como citocromo 0 o citocromo d

en términos cinéticos y es generadora de energia. Reacciona
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directamente con el ubiquinol nativo, Qg (63). A. aceti cambia su
oxidasa terminal de citocromo a; a citocromo o cuando cambia de
cultivo agitado a cultivo estético, aunque en ambos casos su
cadena respiratoria es casi la misma (61). En este microorganismo
el citocromo a; es una ubiquinol oxidasa ba y el citocromo o es una
ubiquinol oxidasa citocromo bo, con gran semejanza en su
estructura proteica y en sus grupos prostéticos, en los cuales soélo
un hemo a en el centro hemo-cobre del citocromo a; es
reemplazado por un hemo o en el centro correspondiente al
citocromo o (60); cabe mencionar que en A. aceti los citocromos ¢
no donan electrones a la oxidasa terminal, sino que forman parte de
las deshidrogenasas de alcohol y de aldehido (61). Las especies
Gluconobacter poseen una quinol oxidasa de tipo bos (26).

La oxidasa terminal citocromo bd es la quinol oxidasa de G.
suboxydans (64). La citocromo bd quinol oxidasa de E. coli tiene
una afinidad por oxigeno extremadamente alta, con dos hemos que
se unen a oxigeno (24).

Por su parte, Bacillus cereus expresa altos niveles de citocromos b
y 0, en cualquier condicion de cultivo. En bajas tensiones de O, y en
anaerobiosis expresa citocromo d y este no se detecta en cultivos
muy aereados, 0 en cultivos anaerobios afiadidos con nitrato.
Asimismo se ha propuesto que en este bacilo los citocromos bo y
bd estan involucrados en la respiracion resistente a cianuro (32). En
contraste, en G. diazotrophicus la oxidasa bd es expresada en
condiciones de alta aereacion (33), al igual que en A. vinelandii
(diazétrofo) (11). La oxidasa bd de A. vinelandii genera un potencial
proténico competente, pero es menos eficiente que la oxidasa tipo
bo (51).
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Azotobacter vinelandii es capaz de fijar nitrogeno en un amplio
intervalo de concentraciones de oxigeno. Esta capacidad se
relaciona con los cambios en la sintesis y actividades de los
componentes de la cadena respiratoria. A menores concentraciones
de oxigeno, expresa una oxidasa alternativa de tipo hemo-cobre,
con una mayor afinidad por oxigeno, ademdas de una tercera
oxidasa no identificada con una afinidad aparentemente mayor por
oxigeno (51). El citocromo bd también se ha encontrado en

Rhizobium spp. (8).

37



Parte experimental

Parte experimental

Material Biolégico
Gluconacetobacter diazotrophicus cepa PAL 5.

Mantenimiento del organismo
G. diazotrophicus se mantuvo en el medio de cultivo LGITAF

gelificado pH 5.5 (73), el cual contenia (g/L): 50 g de azlcar
refinada comercial, 4 g de K,HPO4, 5 g de KH;PO,4 0.2 g de
MgSO,4-7H,0, 0.02 g de CaCl,-2H,0, 0.002 g de Na,MoO4-2H,0,
0.01 g de FeCl3-:6H,0, 0.1321 g de (NH4),SO4 13 g de agar
bacteriolégico y 12 mL de azul de bromotimol al 0.5 %. El pH se
ajusté a 5.5.

Medio de cultivo liquido LGITA
Para todos los ensayos se empleé el medio de cultivo liquido

LGITAF para crecimiento con fijacion de nitrogeno y LGITA para
crecimiento en condiciones de no fijacion, con pH 5.5 (73), el cual
contenia (g/L): 50 g de azucar refinada comercial, 4 g de K,HPOy,4, 5
g de KH,PO,4, 0.2 g de MgS0O,4-7H,0, 0.02 g de CaCl,-2H,0, 0.002 g
de Na;Mo0O4-2H,0, 0.01 g de FeCl3-6H,0 y 0.1321 g de (NH,4),SO4.
El pH se ajustd a 5.5.

Cultivos analiticos de G. diazotrophicus
Se realizaron cultivos de G. diazotrophicus en los que la aereacion

fue controlada y la disponibilidad de amonio fue variable. Para ello
se empled el medio de cultivo LGITA pH 5.5 (73) suplementado con
(NH,4).S0O,4. Los cultivos de G. diazotrophicus se realizaron a 30 °C
en un fermentador Aplikkon con capacidad de 1 L, durante 36 a 60
h. Se partié de un precultivo en crecimiento activo de 24 h, del cual
se tomaron alicuotas de 25 — 30 mL para inocular los cultivos de 1

L; con este inoculo se alcanzd una absorbancia a 560 nm (AbSseonm)
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de 0.07. Los ensayos se realizaron con la condicibn de maxima
aereacion: 4.0 L de aire min™. Esta condicién de aereacién fue
generada por el paso de aire a través del medio de cultivo. La
aereacion y la agitacion (2000 g) se mantuvieron constantes
durante todo el cultivo. En todos los cultivos se midieron: la
Absssonm, la demanda de oxigeno de los cultivos, el pH del medio de
cultivo, la concentracién del amonio residual, asi como la cantidad
del oxigeno disuelto.

Propiedades del crecimiento de G. diazotrophicus
Las propiedades del crecimiento de G. diazotrophicus fueron

evaluadas mediante la determinacion de la absorbancia a 560 nm y
del pH del medio de cultivo. Las determinaciones se realizaron a

diferentes intervalos.

Demanda de oxigeno
Las demandas de oxigeno fueron determinadas polarograficamente

empleando un electrodo de Clark (Yellow Springs Instruments) de
acuerdo al método descrito por Escamilla et al., 1987 (32) Para ello,
se emplearon alicuotas del cultivo en pleno crecimiento. La mezcla
de reaccion se ajustd a un volumen final de 1.8 mL conteniendo
medio de cultivo liquido LGITAF fresco y estéril y 250 uL del cultivo

en pleno crecimiento.

Oxigeno disuelto
La concentracion de oxigeno disuelto en el medio de cultivo fue

determinada in vivo empleando un electrodo de Clark. Para ello, se
tomaron alicuotas de 1.8 mL del cultivo en crecimiento activo y
fueron colocados en la camara del oximetro. La actividad
respiratoria de las células fue inhibida instantaneamente con HgCl,

a una concentracion final de 1.5 mM.
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Medicion del pH
Se determiné el valor de pH en los cultivos de G. diazotrophicus

empleando un electrodo de pH Corning Co. Para ello se tomaron

alicuotas de 10 mL del cultivo.

Amonio residual
La cantidad de amonio residual presente en el medio de cultivo fue

valorado empleando un electrodo de amonio (Orion Co.). Para ello,
se tomaron alicuotas de 10 mL del cultivo en crecimiento activo y se
adicionaron 100 pL de KOH 10 M. La muestra fue llevada
directamente al electrodo de amonio para cuantificar el amonio
residual presente.

Cultivo masivo

El cultivo masivo de G. diazotrophicus se realizé utilizando el medio
de cultivo LGITA (73), conteniendo 1 6 40 mM de (NH4),SO,. Los
cultivos se llevaron a cabo a 30 °C en un biofermentador de 25 L
manteniendo las condiciones de mas alta aereacién y agitacion de
100 r.p.m. Tanto el cultivo bajo limitacion de amonio como el cultivo
en exceso de amonio fueron iniciados con 4 L de un in6culo en
crecimiento activo. Los indculos fueron crecidos en medio LGIP
durante 24 h. Ambos cultivos fueron suspendidos al inicio de la fase
estacionaria. Las células fueron cosechadas con una centrifuga de
flujo continuo (Sharpless Co.). Después las células fueron lavadas
con solucion reguladora de fosfatos 50 mM pH 6.0 conteniendo
CaCl, 0.5 mM y MgCl, 0.5 mM y fueron almacenadas a — 80 °C
hasta su uso.

Lisis celular y preparacion de membranas
Las células fueron rotas empleando perlas de vidrio (0.1-0.2 mm) en

una licuadora (Bead-Beater). Se aplicaron 4 a 5 pulsos con
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descansos de 5 min para evitar el calentamiento de las células.
Todo el proceso se llevo a cabo en frio y se empledé PMSF (fluoruro
de fenilmetilsulfonilo) para evitar la degradacién por proteasas (32).
Las perlas fueron separadas con ayuda de un filtro y bomba de
vacio. La suspension de células rotas fue centrifugada a 10,000 x g
durante 15 min (a 4 °C) para separar los restos celulares. Se
recuperd el sobrenadante y luego se centrifugé a 144,000 x g
durante 40 min a 4 °C. Las membranas recuperadas se lavaron con
solucién reguladora de fosfatos 50 mM pH 6.0 conteniendo CacCl,
0.5 mM y MgCl, 0.5 mM y fueron almacenadas a —80 °C hasta su
uso. La cantidad de proteina en las membranas fue determinada
por el método modificado de Lowry (58).

Actividades respiratorias

Las actividades de las oxidasas fueron determinadas
polarograficamente a 30 °C de acuerdo con método descrito por
Escamilla (32). Para ello se empled el oximetro provisto de un
electrodo de Clark (Yellow Springs Instruments). La mezcla de
reaccion se ajustd a un volumen final de 2 mL y contenia: solucién
reguladora de fosfatos 50 mM pH 6.0 6 7.4 y suspension
membranal (0.1 mg de proteina membranal). La reaccion fue
iniciada con la adicion del sustrato donador de electrones. Asi las
concentraciones finales de los sustratos fueron: NADH 3 mM,
glucosa 10mM, succinato 50 mM, gluconato 10 mM, etanol 10 mM,
acetaldehido 10 mM, ascorbato 10 mM mas TMPD 2 mM, o
ascorbato 10 mM mas TCHQ 1.5 mM.

Las actividades de las deshidrogenasas membranales fueron
determinadas espectrofotométricamente empleando ferricianuro de

potasio como aceptor de electrones, siguiendo la metodologia
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empleada por Ameyama y Adachi (2, 3). Brevemente, la mezcla de
reaccion se ajustdé a 1 mL y contenia solucion reguladora de citrato,
suspension membranal (0.05 mg de proteina membranal) y 10 mM
de ferricianuro de potasio. Las membranas fueron inhibidas
previamente con KCN 2 mM. La reaccion se inicio con la adicion de
glucosa 10 mM, etanol 10 mM, acetaldehido 10 mM, NADH 1.0 mM,
gluconato 10 mM y succinato 50 mM. La actividad fue cuantificada
por el cambio en la absorbancia a 660 nm.

Extraccidon y determinacion de quinonas de membranas

Las quinonas se extrajeron de membranas liofilizadas, de acuerdo
al método de Ding (27). El extracto seco se guardd bajo nitrégeno y
se almaceno a -80 °C hasta su uso.

Mediante HPLC de fase reversa y una columna analitica Waters
C18 Spherisorb S5 OD52 (4.6 x 150 mm) se realizaron la
separacion y la identificacion de las quinonas de la membrana
celular (16). La columna se equilibré con etanol-metanol (3:2 v/v)
depurado con nitrogeno; la misma mezcla de disolventes se utilizé
como fase movil, con una rapidez de flujo de 0.5 mL min™. Las
quinonas eluidas fueron detectadas a 275 nm y su concentracion
fue estimada a partir de las areas bajo los picos correspondientes,
usando estandares comerciales de Qg, Qg, Q10 Y PQQ.
Fotoinactivacion y reconstitucion de quinonas de membranas
La ubiquinona de G. diazotrophicus fue destruida por luz ultravioleta
de regién cercana (360 nm), con el empleo de una lampara
Chromato-Vue modelo cc-20. Las suspensiones membranales
(concentracion final de proteina de 10 mg mL™) distribuidas en el

fondo de una caja Petri, colocada sobre hielo y con agitacion
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magnética, a 10 centimetros de distancia de la lampara, fueron
irradiadas hasta por 120 minutos.

La restauraciéon de las actividades respiratorias después de la
fotoinactivacion de las quinonas se llevé a cabo con la adicion de
los analogos de ubiquinona siguientes: Qo, Qi, Q, y De, a una
concentracion final de 4 nmol mg™ de proteina.

Separacion de quinonas por TLC

El extracto seco se disolvio en un 300 pL de n-pentano a
temperatura ambiente y se aplicdé en manchas sucesivas de 10 pL
cada una a lo largo de la base de una placa de silica gel 60 F
(Merck & Co.) de 10 cm x 20 cm., en presencia de un estandar de
ubiquinona-10 (Qi). Cada placa se corrié en n-heptano/acetato de
etilo 9:1 (v/v) durante 45 — 60 minutos, con el frente de 2 cm antes
del extremo superior, se seco y se reveld con luz UV de 254 nm. El
area que contenia la mancha con un Ry similar al de Q1 (0.23) fue
raspada y extraida tres veces con 500 yuL metanol. La suspension
de silica en metanol se centrifugd 5 min a 10,000 g y el botdn
resultante se resuspendio en 500 puL de metanol. Se combinaron los
sobrenadantes y se eliminé el disolvente con una corriente suave de
nitrégeno. El extracto seco se disolvio en 1 mL de etanol para su
analisis posterior. Este procedimiento se utilizO tanto para la
condicion de fijacion de nitrogeno (amonio 1.0 mM) como para la
condicién de no fijacion de nitrégeno (amonio 40 mM).

Revelado de TLC para identificar grupos funcionales

Revelado con azul de metileno reducido para ubiquinonas

Disolucion de azul de leuco metileno (23). Se disolvieron 0.5 g de

azul de metileno en 50 mL de agua deionizada, se agregaron 3.0 g
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polvo de zinc y diez minutos antes de usar la disolucién se
agregaron 3 mL de acido sulfarico concentrado (97% p/v). Mientras
tanto, se agitd esporadicamente la mezcla (con desprendimiento de
H,). Inmediatamente antes de usar la disolucion se filtr6 a través de
fibra de vidrio.

Revelado. ElI cromatograma seco del extracto de membranas fue
rociado con la disolucion de azul de metileno. La prueba es positiva

para ubiquinonas si se observan manchas de color azul.

Revelado con hidroxilamina/cloruro férrico

Disolucion de hidroxilamina alcalina (83). Se mezclaron 10 mL de
disolucion etandlica de clorhidrato de hidroxilamina al 10 % con 20
mL de disolucion etandlica de hidroxido de sodio al 12%. Se filtr6 la
mezcla resultante y se descart6 el precipitado de NacCl.

Reactivo de cloruro férrico. Se mezclo 1.0 g de cloruro férrico con 2
mL de &cido clorhidrico concentrado, en un mortero. La disolucion
resultante se agitd con éter etilico para preparar una disolucion
etérea del reactivo.

Revelado. La placa cromatogréfica de las quinonas fue rociada con
el reactivo de hidroxilamina; se dej6 secar por cinco minutos y
posteriormente se rocié con cloruro férrico etéreo. Los lipidos con
grupos éster se observan como puntos de color purpura, sobre el

fondo amarillo de la placa.
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Cinética de crecimiento

Para la condicion limitada de amonio, las curvas de crecimiento
mostraron un comportamiento paralelo y de tipo bifasico, mientras
gue para la condicion de exceso de amonio, tanto la cinética de
crecimiento (Figura 4), como la demanda de oxigeno (Figura 6)
presentaron una sola fase

Acidificacion del medio de cultivo

El pH decayo6 lentamente de 5.5 a 3.8 en la condicién limitada de
amonio, mientras que en la condiciébn de cultivo en exceso de
amonio, la acidificacion fue algo mas rapida desde las primeras
horas de crecimiento, con un pH final de 3.5. Se esperaba que en
exceso de amonio la acidificacion fuera menor, puesto que la
respiracion esta ligada a la oxidacion de glucosa. Al no requerir de
actividad diazotréfica para crecer, la bacteria no requeriria consumir
la misma cantidad de glucosa que si fijara nitrdgeno; por lo tanto
produciria menor cantidad de &cido glucénico, sin embargo, el
crecimiento mayor que se observa en exceso de amonio, requeriria
mayor actividad metabdlica y por tanto, demandaria mayor cantidad
de glucosa, produciendo entonces mayor cantidad de &cido
gluconico (Figura 5).

Cantidad de amonio residual

La dosis de amonio en la condicidon limitada se agotd del medio a
las 10 horas, después de haber iniciado el cultivo, resultado que

coincide con el desarrollo de la primera fase de crecimiento.
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Figura 4 Crecimiento de Gluconacetobacter diazotrophicus. Los
cultivos se realizaron a 30 °C en un biofermentador de 1 L, en el
medio de cultivo LGITA con aereacion de 4.0 L de aire/min. Se
emplearon dos concentraciones de sulfato de amonio: 1 mM (¢) y
40 mM (m).
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Figura 5 Acidificacion del medio de cultivo por G. diazotrophicus en
funcion del tiempo. Se emplearon dos concentraciones de sulfato de
amonio: 1 mM (¢) y 40 mM (m). La linea discontinua indica el
crecimiento de G. diazotrophicus.
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Figura 6 Consumo de oxigeno por G. diazotrophicus en funcion del
tiempo de cultivo. Se emplearon dos concentraciones de sulfato de
amonio: 1 mM (¢) y 40 mM (m). La linea discontinua indica el
crecimiento de G. diazotrophicus.
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Figura 7 Concentracion de amonio en el medio de cultivo en
funcion del tiempo. Se emplearon dos concentraciones de sulfato de
amonio: 1 mM (¢) y 40 mM (m). La linea discontinua indica el
crecimiento de G. diazotrophicus.
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Figura 8 Cantidad de oxigeno disuelto en el medio de cultivo en
funcion del tiempo de crecimiento de G. diazotrophicus. Se
emplearon dos concentraciones de sulfato de amonio: 1 mM (¢) y
40 mM (m). La linea discontinua indica el crecimiento de G.
diazotrophicus.
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En la condicion de exceso, después de las primeras 25 horas de
crecimiento, la concentracién de amonio decayé a 0.25 mM y se
mantuvo asi hasta las 60 horas (Figura 7).

Cantidad de oxigeno disuelto

Después de las 10 horas de crecimiento, la concentracion de
oxigeno disuelto decay6 hasta niveles no detectables, en condicion
limitada de amonio, esta curva coincidié con el desarrollo de la
primera fase de crecimiento y con el consumo del amonio inicial. En
el caso de la condicion de exceso de amonio, el oxigeno disuelto
disminuyé hasta en un 90% pero no llegé a niveles no detectables.
Su cinética fue muy similar a la del amonio residual (Figura 8).
Actividades Respiratorias

Las membranas de G. diazotrophicus crecido en el medio de cultivo
con bajo amonio presentaron actividades respiratorias especificas
mayores que las de las células crecidas en alta concentracion de
amonio (Tabla 2). NADH y glucosa fueron los mejores sustratos
para ambos tipos de células. Las actividades de oxidasa con NADH,
acetaldehido y glucosa fueron 2.2, 2.9 y 5.5 veces mayores,
respectivamente, en las preparaciones de membranas crecidas en
bajo amonio que aquellas provenientes de cultivos con alto amonio.
El incremento observado para la glucosa oxidasa fue ocasionado
por un incremento de 6.8 veces en la actividad de glucosa
deshidrogenasa. El gluconato, el etanol y el succinato fueron
donadores de electrones menos eficientes, en ambas preparaciones

celulares.
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El quinol THQ fue oxidado a altas velocidades en ambos tipos de
membranas, mientras que la mezcla TMPD-ascorbato fue el
donador de electrones mas pobre, lo cual sugiere que las oxidasas
terminales en ambas membranas pertenecen al grupo de las quinol
oxidasas (36).

Determinacion de quinonas por HPLC

La ubiquinona Qo es caracteristica del género Gluconacetobacter
(86, 88). En coincidencia, las quinonas extraidas de membranas de
G. diazotrophicus PAL 5, que fueron analizadas por HPLC (Figura
9) presentaron un pico que eluy6 en la posicion de la Q1o (13.3 min)
y un pico menor correspondiente a la Qg (11 min). También se
observé un pico a un tiempo menor (4.2 min), el cual se pudo
relacionar con PQQ (Figura 9 b). Para ello se emplearon
estandares de diferentes quinonas (Figura 9 a). Las
concentraciones calculadas a partir de las areas bajo los picos
fueron: 4, 0.3 y 1.2 nmol (mg de proteina)™, para Qio, Qs Y PQQ,
respectivamente. No se observd ninguna sefial al tiempo de elucién
de Qe. La irradiacion de las membranas con luz ultravioleta cercana
(360nm) durante una hora, causo una destruccion casi total de Qg y
Q1o Y una pérdida parcial del PQQ (i.e. 20-30 %) (Figura 9 c). La
proporcion de Qg : Q1o : PQQ, con respecto a Qo, fue de 13 :1: 3.3
(Tabla 3).

Inactivacion por irradiacion con luz UV

En la literatura se ha propuesto que en las bacterias acéticas todas
las deshidrogenasas membranales ligadas a la cadena respiratoria

usan una ubiguinona como aceptor de electrones (64).
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Figura 9 Cromatograma en HPLC de: (a) Estandares de Qg, Qg, Q1o
y PQQ. (b) Perfil de elucién obtenido a partir de las membranas de
G. diazotrophicus, crecido en condiciones de fijacion de nitrégeno.
(c). Perfil obtenido a partir de las membranas de G. diazotrophicus
irradiadas con luz UVsgonm, durante 1 hora. Las cantidades de
quinonas fueron 4, 0.3 y 1.2 nmol (mg de proteina)™®, para Q1o, Qo Y
PQQ, respectivamente. No se detectd Qe.
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En concordancia, la irradiacion de las membranas con luz UV34
provocd una pérdida progresiva de la actividad respiratoria del
transporte de electrones (Figura 10), con todos los sustratos
probados (NADH, glucosa, etanol y acetaldehido); al cabo de una
hora de exposicion, se perdidé de 80 a 90 % de las actividades de

oxidasa.

Tabla 3 Contenido molar de quinonas en membranas de G.
diazotrophicus

Quinona

Q1o Qs  PQQ

Concentracion (nmol/mg de proteina) 4 03 19

Proporcion relativa a Qg 13 1 3.3
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La irradiacion también provoco pérdida parcial de las actividades de
deshidrogenasa correspondientes (Figura 11), mas marcada para
las deshidrogenasas que contienen PQQ como grupo prostético que
para la deshidrogenasa de NADH, que no lo contiene. Diversos
analogos de quinonas respiratorias son capaces de reconstituir las
actividades del transporte de electrones en membranas agotadas
de quinonas (67). A partir de las pruebas de reconstitucion
realizadas, el orden observado en la eficiencia de restauracion fue
Q2>0Q:>dUQ>Qq (Figura 12).En el caso de Q, fue restaurado el 80
% de las actividades originales de oxidasa con NADH o glucosa y
s6lo de 30 - 40 % de las actividades con etanol y acetaldehido. La
diferencia observada se podria explicar en parte, por la inactivacion
parcial de las PQQ-deshidrogenasas ocasionada por la irradiacion,
aunque también es posible que los analogos de ubiquinona
probados, sean mejores aceptores de electrones para las
deshidrogenasas de NADH y de glucosa, que para con las
deshidrogenasas de etanol y acetaldehido.

Cromatografia en capa fina de quinonas enddgenas

Los extractos fueron sometidos a cromatografia en capa fina (TLC)
en presencia de estandares quimicos de diferentes quinonas y de
extractos de células de especies bacterianas conocidas. Los
extractos de G. diazotrophicus presentaron el patrén de separacion
mostrado en la Figura 13. Hubo tres componentes principales,
segun lo observado: una mancha en la regién inferior de la placa (Rt
~0.06,), la cual no se identificd; una mancha con un R; de 0.21-0.23,
semejante al de Qo y una mancha no caracterizada la cual
presento un R; de 0.64-0.66 (Figura 13).

56



Resultados

100 —e— Glucosa
90 —=— Etanol
30 - —— Acetaldehido
—— NADH

Actividad de oxidasa (%)

0 I 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo de irradiacion con UV (min)

Figura 10 Pérdida de la actividad de oxidasa para glucosa, etanaol,
acetaldehido y NADH, en funcién del tiempo de irradiacion de las
membranas de G. diazotrophicus, con luz UV3gonm.
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Figura 11 Pérdida de la actividad de deshidrogenasa para los
sustratos glucosa, etanol, acetaldehido y NADH, en funcion del
tiempo de irradiacion de las membranas de G. diazotrophicus, con
luz UV 360nm.
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Figura 12 Reconstitucion de la cadena de transporte de electrones
de membranas tratadas con luz UVzsonm, utilizando diferentes
analogos de ubiquinona
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El componente identificado como Qi pudo ser observado tanto con
luz UV,s4nm COMO con vapores de yodo.

Los resultados para la condicidon limitada de amonio como para la
condicién de exceso fueron muy similares, sin embargo se observo
(de manera muy sutil), mayor cantidad de quinona en la condicién
limitada de amonio.

Diferentes cromatogramas del extracto membranal de G.
diazotrophicus en presencia de los extractos de B. cereus y de G.
xylinum fueron revelados mediante técnicas de identificacion de
lipidos (83) con la finalidad de identificar las quinonas presentes.

La Qi aislada de G. diazotrophicus dio resultado positivo a la
prueba de azul de metileno y dio resultado negativo a la prueba
para ésteres (no se muestran resultados).

Los compuestos no identificados en las separaciones podrian ser
intermediarios biosintéticos de la ubiquinona o lipidos neutros de
membrana (37, 83). No se observo diferencia en la quinona
expresada en funcion de la concentracion de amonio en el medio de
cultivo (Figura 15).

Espectros de absorcidn ultravioleta

Se obtuvieron los espectros de ultravioleta de las quinonas aisladas
de G. diazotrophicus, tanto de células crecidas en la condicion
limitada de amonio (i.e. 1.0 mM) como de células crecidas en la
condicién de exceso de amonio (i.e. 40 mM). Se muestran las Ayax
en 275 nm (oxidado), 290 (reducido), y los puntos isosbésticos de la
muestra, con 295 y 235 nm (ver Figura 16), contra 294 y 231
reportados por Barr, et al (9). Las caracteristicas de los espectros

obtenidos corresponden a las de las ubiquinonas.
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Figura 1 Cromatograma de extractos hechos con n-pentano a
membranas enteras de G. diazotrophicus en presencia de
diferentes quinonas estandar. 1. Menadiona; 2. Membranas enteras
de B. cereus (menaquinona-7); 3. Membranas enteras de G.
diazotrophicus; 4. Extractos de células completas de G. xylinum
IFO. 5. Q0. En la figura se muestran las técnicas de revelado. Las
manchas que no tienen descripcion fueron detectables con lampara
de luz UV de 254 nm. Eluyente: n-heptano/acetato de etilo 90:10
(VIv).
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Figura 2 Cromatograma de extractos hechos con n-pentano a:
membranas enteras de G. diazotrophicus crecido en medio LGITA
con sulfato de amonio 1 mM (2); membranas enteras de G.
diazotrophicus crecido en medio LGITA con sulfato de amonio 40
mM (3); en presencia de Qi estandar (1). Eluyente: n-
heptano/acetato de etilo 90:10 (v/v); revelado con yodo.
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200 250 300 350

05T 73
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Figura 16 Espectros UV de la quinona aislada y purificada a partir de
membranas de G. diazotrophicus, en estado oxidado (linea continua) y en
estado reducido (linea discontinua); b) Espectro diferencial del estado reducido
menos el estado oxidado. En la parte a, se indican las longitudes de onda de los
puntos isosbésticos para el compuesto analizado: 235 y 295 nm; también se
indica la longitud de onda de absorcién maxima (Amax.)
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Discusion

La dosis inicial Optima de amonio para obtener células de G.
diazotrophicus gue fijen nitrégeno es 1 mM (73). Una concentracion
de amonio 40mM inhibe completamente la actividad de la
nitrogenasa (33). De esta manera, la baja concentracion de amonio
(1 mM) se emplea como dosis inicial para que G. diazotrophicus
pueda comenzar su crecimiento; sin el amonio inicial, la bacteria no
puede crecer. En concordancia con Stephan et al., (73), los datos
obtenidos permitieron proponer que el amonio incrementa el
namero de células de G. diazotrophicus, de tal manera que la
concentracion de oxigeno en el medio disminuye y se hace factible
la actividad de la nitrogenasa. Nosotros apoyamos tal propuesta
dado que durante la primera etapa de crecimiento, G.
diazotrophicus fue dependiente de amonio y al mismo tiempo, la
concentracion de oxigeno disuelto disminuydé hasta un nivel no
detectable por el electrodo de oxigeno. Esas condiciones facilitaron
el desarrollo de la segunda etapa de crecimiento de G.
diazotrophicus, en la cual la concentracion de oxigeno disuelto se
mantuvo en un nivel no detectable. G. diazotrophicus posee una de
las actividades respiratorias mas altas, entre los organismos
aerobicos, y se ha propuesto que esta caracteristica se encuentra
involucrada en un mecanismo de proteccion respiratoria hacia la
nitrogenasa (33). Las velocidades de actividad respiratoria de G.
diazotrophicus son similares a las reportadas en A. vinelandii,
donde se ha descrito el mecanismo de proteccion respiratoria (25).
Entre los diferentes organismos existe una gran diversidad de

guinonas respiratorias (49). Las ubiquinonas tienen una distribucion
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mas limitada que las menaquinonas, entre las especies bacterianas
(21); sin embargo, la coenzima Q ha sido aislada de una gran
variedad de eubacterias Gram-negativas, tanto aerdbicas como
facultativas en aerobiosis (13, 21, 56). Por su parte, es conocido
gue los anaerobios no presentan ubiguinona, sino quinonas del tipo
vitamina K (menaquinonas). La mayor parte de las ubiquinonas
aisladas de diferentes especies presentan de 6 a 10 unidades de
isopreno en su cadena lateral (10). E. coli posee un sistema mixto
de quinonas (ubiquinona-8 y menaquinona-8) A. vinelandii, un
fijador de nitrégeno, posee ubiquinona-8 (49). Todas las bacterias
acéticas conocidas hasta ahora, presentan ubiquinona como
guinona natural. Las especies bacterianas pertenecientes a este
grupo han sido clasificadas con base en la diferencia de su
actividad oxidativa hacia diferentes alcoholes y azlcares,
secuencias parciales de su rRNA 16S y el numero de unidades
isoprénicas de la cadena lateral de su quinona enddgena. Las
especies Acetobacter poseen Qg, como quinona principal, como en
el caso de A. aceti (64); tanto Gluconobacter spp., (p. €j. G.
suboxydans), como Gluconacetobacter spp. presentan Qj;o, COmo
en G. diazotrophicus. Es necesario aclarar que a pesar de que
Gluconobacter y Gluconacetobacter contienen Q;9, ambos géneros
se diferencian entre si en la secuencia de su rRNA 16S.

En este trabajo se demuestra que G. diazotrophicus contiene la Q1o,
caracteristica de su género, al igual que Gluconacetobacter xylinum
(10); mientras que se diferencia del género Gluconobacter en su
capacidad oxidativa de sacarosa (86).

La quinona expresada tanto en condiciones de fijacion de nitrogeno,

como en condiciones de no fijacion, fue la misma, de acuerdo con la
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separacion por TLC; lo cual nos permite suponer que la ubiquinona
resulta ser funcional para la bacteria en ambas condiciones de
crecimiento y esto a pesar de que la expresiéon de los otros
componentes de la cadena respiratoria cambian notablemente.
Cuantitativamente la actividad respiratoria se eleva notablemente
(i,e. 4-5 veces) durante el crecimiento Ny-dependiente.
Cualitativamente, las oxidasas terminales se expresan
diferencialmente: La oxidasa ba asociada al crecimiento Ny-
dependiente y la oxidasa bd, asociada al crecimiento NH;j4-
dependiente reportada por Flores- Encarnacion et al, 1999 (33).

En A. vinelandii, la ubiquinona excede 6 veces la concentracion de
los citocromos b y c individuales (49). En G. xylinum la
concentracion de la Qo es tres veces mayor que la de los
citocromos individuales (10). En comparacion con los datos
reportados para G. diazotrophicus la concentracion de ubiquinona
en condiciones de fijacibn de nitrogeno equivale a
aproximadamente 30 veces la concentracion de citocromo c, Yy
aproximadamente 16 veces de la concentracion de citocromo b (33)
En mitocondria, la concentracion molar de ubiquinona-10 es
aproximadamente 10 veces la de citocromo c. La proporcion
determinada para Qio, Qg Yy PQQ fue de 13:1:3.3, lo que hace
evidente la predominancia de Qi sobre Qo caracteristica del
género Gluconacetobacter. Por otro lado, la concentracion de Qiq
es aproximadamente 4 veces mayor que la concentracion de PQQ.
El tamafio de la molécula de ubiquinona es varias veces menor al
de una deshidrogenasa membranal; esto, aunado a su papel de
transportador movil de electrones entre dos complejos de la cadena

respiratoria a través de la membrana, requeriria un numero de
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unidades de ubiquinona mayor al de las deshidrogenasas, las
cuales tienen como grupo prostético al PQQ. Los resultados
anteriores muestran coincidencia con el papel de acarreador movil
de electrones que desempefian las quinonas en la cadena
respiratoria (43, 80).

El sistema respiratorio de G. diazotrophicus posee una serie de
deshidrogenasas, las cuales se encuentran unidas a la membrana
citoplasmica (33). De acuerdo al pH 6ptimo reportado la mGDH (pH
5.5), ADH (pH 6.2) y la ALDH (pH 3.5), tienen sus sitios cataliticos
orientados hacia el espacio periplasmico, mientras que la NDH (pH
7.4) y la SDH (pH 7.4) estan orientadas hacia el citoplasma de la
bacteria (54, 61, 63). Las deshidrogenasas encontradas en G.
diazotrophicus son muy similares a las reportadas en A. aceti (61).
Estas enzimas periplasmicas oxidan parcialmente alcoholes y
azucares (64), en la superficie externa de su membrana
citoplasmica (4), acumulando los productos de oxidacion en el
medio de cultivo (19, 33, 35, 73). En lugar de NAD o FAD, el grupo
prostético de estas deshidrogenasas es una quinona, la quinona de
pirroloquinolina (PQQ). Este grupo participa en los procesos de
oxidacion y se ha localizado en el sitio catalitico de la enzima (65).
El PQQ, al ser una quinona es susceptible de ser destruido por la
irradiacion con luz UV, lo cual pudo ser la causa de la pérdida de
actividad observada en las deshidrogenasas dependientes de PQQ.
También se ha descrito que las deshidrogenasas para etanol y
acetaldehido poseen citocromos de tipo c, los cuales son de alto
peso molecular y pueden ser solubilizados con gran facilidad en
presencia de bajas concentraciones de detergente (Triton X-100 al

0.2 %). A su vez, es notable que tanto G. diazotrophicus, como el
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resto de las bacterias acéticas conocidas hasta ahora (exceptuando
A. methanolica) poseen grandes cantidades de citocromos tipo ¢
asociados a las deshidrogenasas que tienen PQQ como grupo
prostético. Estos citocromos de tipo ¢ son diferentes a los
citocromos ¢ de la mitocondria, puesto que se encuentran en el lado
de bajo potencial de la cadena de transporte de electrones y no
funcionan como intermediarios entre el complejo bc; y el citocromo
aas, tal como ocurre para las bacterias que cuentan con citocromo ¢
oxidasa (64). Ademas, se ha reportado que G. diazotrophicus
carece de complejo bc; (33).

La presencia de PQQ como grupo prostético en las
deshidrogenasas peripladsmicas a la membrana, podria hacer mas
susceptibles a estas enzimas a la inactivacién por irradiacion, lo que
podria explicar el menor porcentaje de restauracion de las
actividades de oxidasa con etanol y acetaldehido, en comparacion
con la actividad de NADH, ya que ésta no posee grupo PQQ. En el
caso de la GDH, la mayor restauracion de la actividad de oxidasa
con andalogos de quinona podria explicarse por una mayor
reactividad de la enzima con los analogos de ubiquinona utilizados.
Con respecto a las actividades respiratorias, la de glucosa fue
incrementada notablemente en condiciones de fijacion de nitrdgeno.
Alvarez y Martinez Drets (1) sugirieron que el sitio catalitico de esta
enzima esta orientado hacia el espacio periplasmico, lo que
permitiria la oxidacion de la glucosa sin que ésta requiriera permear
hacia el citoplasma. El incremento en la actividad respiratoria de
glucosa en condiciones limitadas de amonio proporcionaria el

transporte de electrones suficiente para la sintesis de ATP
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requerida para sostener el mecanismo de proteccion respiratoria
gue se llevara a cabo durante la diazotrofia.

El quinol THQ fue oxidado a altas velocidades en ambos tipos de
membranas, mientras que la mezcla TMPD-ascorbato fue el
donador de electrones mas pobre, lo cual sugiere que las oxidasas
terminales en ambas membranas pertenecen al grupo de las quinol
oxidasas (36).

Los resultados anteriores permiten concluir que la ubiquinona es el
aceptor comun de electrones para las deshidrogenasas probadas.
Este hecho podria ser valido para otras deshidrogenasas vinculadas

a la cadena de transporte de electrones.
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Conclusiones

e (. diazotrophicus requiere una dosis inicial de amonio para
poder iniciar su crecimiento cuando la fuente de nitrogeno
estd limitada; cuando el amonio se agota, la cantidad de
oxigeno no es detectable por el electrodo de oxigeno.

e La quinona endogena mayoritaria de G. diazotrophicus es la
ubiquinona-10.

e La ubiquinona-10 es aceptor comun de electrones de las

deshidrogenasas periplasmicas de G. diazotrophicus.
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