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“La diazotrofia aerébica en Acetobacter diazotrophicus. Modelo para el
estudio de la Proteccién Respiratoria de la Nitrogenasa ”

RESUMEN

La fijacién de nitrégeno en todos los organismos diazétrofos es dependiente
de la enzima nitrogenasa (Nasa). Dos propiedades de esta enzima, plantean
problemas especiales de tolerancia al oxigeno durante la fijacion de nitrégeno en
aerobios estrictos. Primero, las dos proteinas que componen a la nitrogenasa son
répidamente inactivadas por el oxigeno; segundo, los altos requerimientos de ATP
para la nitrogenasa deben ser satisfechos, en aerobios estrictos, a través de la
fosforilacién oxidativa. Las observaciones realizadas en cultivos de Azotobacter
vinelandii, adaptdndose a los cambios en las concentraciones de oxigeno, han
lievado al concepto de “proteccion respiratoria”.

Acetobacter diazotrophicus se ha rteconocido por sus propiedades de
acrotolerancia durante la actividad diazotréfica. En este trabajo se reporta la
composicién y organizacién del sistema respiratorio cuando A. diazotrophicus crece
aerébicamente fijando nitrégeno, ademds su posible participacién en el mecanismo
de “proteccioén respiratoria” para la nitrogenasa. En este sentido, A. diazotrophicus
crecido en altas concentraciones de oxigeno (Kira = 148 mmol O L' h') mostré
altas actividades respiratorias, muy superiores a las registradas en otras bacterias
aerébicas. Asi la concentracién de oxigeno disuelto es llevada a niveles muy bajos,
indetectables por el electrodo de oxigeno. La alta capacidad respiratoria de A.
diazotrophicus fue atribuida a un conjunto de deshidrogenasas membranales muy
activas; sobresaliendo, las deshidrogenasas para glucosa, etanol y acetaldehido, las
cuales no estan ligadas a la cadena respiratoria y no utilizan a la ubiquinona como
aceptor de electrones. Los resultados sugirieron que A. diazotrophicus cuenta con
un vigoroso mecanismo de “proteccion respiratoria” para la nitrogenasa, donde el
rdpido consumo de oxigeno por las oxidasas terminales manticne una concentracion
intracelular baja de oxigeno, lo cual favorece la funcién de la nitrogenasa.



“ The aerobic diazotrophic activity of Acetobacter diazotrophicus.
A Model for nitrogenase respiratory protection”

Abstract

Nitrogen fixation in all diazotrophs is dependent on the enzyme nitrogenase.
Two properties of this enzyme lead to the problem of oxygen tolerance during
nitrogen fixation in stricts aerobes. First, the two proteins comprising nitrogenase
are rapidy inactivated by oxygen; second, the high ATP requirements for
nitrogenase activity must be satisfied in aerobes by oxydative phosphorilation.
Observations of cultures of Azotobacter vinelandii adapting to changes in O,
concentrations have led to the concept of “respiratory protection”.

Diazotrophic activity of Acetobacter diazotrophicus is more tolerant to
oxygen than that of most aerobic diazotrophs. The goal of this work was study of
the respiratory system and its possible role in “respiratory protection” of the
nitrogenase. Here we report the composition and organization of the respiratory
system when Acetobacter diazotrophicus grown aerobically nitrogen fixing.

A. diazotrophicus exhibited one of the highest respiratory activities among
aerobic organisms. The increased respiratory activity was observed when cells were
grown at an elevated oxygen concentration (e.g. Kia = 148 mmol O, L™ h").
According to the hypothesis of “respiratory protection”, oxygen is consumed
readily at the cell surface so that it is prevented from entering the cell. Membrane
enzymes of A. diazotrophicus showed the highest oxidase and dehydrogenase
activities with glucose, ethanol and acetaldehyde as substrates. Dehydrogenase of
glucose, ethanol and acetaldehyde are not linked to the respiratory chain; they do
not use ubiquinone as electron acceptor.

Our results suggest that A. diazotrophicus has high respiratory activities. The
terminal oxidases and high respiration rates for substrate could represent a vigorous
“regpiratory protection” mechanism of nitrogenase: the rapid consumption of O by
a highly active terminal oxidase maintains an intracellullar oxygen concentration
compatible with nitrogenase funtion.



ABREVIATURAS

Las abreviaturas que no figuran en esta lista, fueron indicadas como aparecen en la
Nomenclatura establecida en Biochem. J. 1991. 273: 1-19.

TMPD Tetrametil-p-fenilendiamina

THQ Tetrahidroquinol

TQ" Tetrahidroquinona

PQQ Quinona de pirrol-quinolina

CO Monéxido de carbono

c.e.m. Coeficiente de extincion milimolar
Cit- Citocromo

Nasa Nitrogenasa

FBN Fijacion bioldégica de nitrogeno
ARA Ensayo de reduccién de acetileno
Km Constante de Michaelis

Ki Constante de inhibicién

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién
U.v. Ultravioleta

uQ Ubiquinona

&-DH Glucosa deshidrogenasa

A-DH Alcohol deshidrogenasa

AL-DH Aldehido deshidrogenasa
NADH-DH NADH deshidrogensa

S-DH Succinato deshidrogenasa

Asc Ascorbato

CaC: Carburo de calcio

ADb 580 nm Absorbancia a 560 nm

L Litro

PAGE Gel de poliacrilamida

SDS Dodecil sulfato de sodio



1. Introduccién
1.1 El papel del oxigeno en la respiracién de los organismos.

Muchos de los procesos metabélicos que se llevan a cabo en los seres vivos
involucran la participacién del oxigeno. Tal es el caso de la respiracién aerobia, la cual
permite obtener energia Gtil para Ia célula a través del metabolismo oxidativo mitocondrial
(en eucariotes) o a través del metabolismo oxidativo que se lieva a cabo en la membrana
citoplasmadtica (en procariotes como las bacterias) (35,44).

La respiracion aer6bica es posible gracias a las propiedades cinéticas y
termodindmicas que convierten al O, en el aceptor terminal de electrones mds apropiado.
Entre sus propiedades destacan su reactividad cinética, la cual es intermedia entre la
reactividad excesiva de los halégenos y la pobre reactividad del nitrégeno. En cuanto a su
potencial rédox, el par O,/H,Q tiene el potencial electroquimico mds positivo (+ 0.80 V), lo
que hace al oxigeno més oxidante cuando se le compara por ejemplo con el nitrato, el
fumarato y el fierro (Fe*®), tres aceptores terminales de electrones en las cadenas
respiratorias anaerobias de bacterias. El uso del O, como aceptor terminal de electrones no
estd libre de problemas. Su inercia cinética requiere de una etapa de activacion, la cual se
consigue con un centro metdlico como el hierro de un grupo hemo y un cobre en el sitio
catalitico, estructura que caracieriza a las oxidasas terminales (35,89). Su baja solubilidad
en agua requiere que las proteinas que lo reducen (oxidasas) y las proteinas que lo capturan
(hemoglobinas) tengan altas alinidades por el sustrato O, Las oxidasas reducen
completamente al oxfgeno produciendo agua; sus mecanismos de accién estdn disefiados
para reducir al oxfgeno en dos pasos, cntregando dos electrones en cada etapa.
Afortunadamente los intermediarios de la reduccién permanecen fuertemente asociados al
sitio activo. Este mecanismo minimiza la produccién de superdxido libre (O7), peroxido
(HO) e hidroxilo (HO'), especics que se generan por la reduccién parcial con uno, dos y

tres electrones, respectivamente.
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1.2 Los sistemas respiratorios bacterianos.

En general, los sistemas respiratorios bacterianos estén formados por una variedad
de constituyentes, tales como flavoproteinas, proteinas de fierro-azufre, quinonas y
citocromos. Todos estos componentes se encuentran embebidos en la membrana

citoplasmadtica (59).

Al igual que en la mitocondria, en un sistema respiratorio bacteriano pueden estar
presentes los cuatro complejos respiratorios que participan en la transferencia de electrones:
el complejo 1 o NADH-deshidrogenasa, el complejo II o succinato-deshidrogenasa, el
complejo III o citocromo be; y el complejo IV o citocromo oxidasa (4). Ademds existen
otros dos componentes difusibles que conectan a los complejos: la ubiquinona o coenzima
Q v el citocromo-c. La ubiquinona, una benzoquinona unida a 10 cadenas de isopreno,
conecta a los complejos I y IT con el complejo ITI, mientras que el citocromo ¢ conecta al
complejo III con el complejo IV. Esos complejos respiratorios transfieren electrones al
oxigeno (respiracién aerobia) o hacia aceptores alternativos terminales cuando el O, no estd
disponible (35,55). Hasta donde se sabe el funcionamiento de la NADH-deshidrogenasa,
del citocromo bc; v de 1a oxidasa terminal (con sus excepciones) se asocian con el bombeo
de protones a través de la membrana citoplasmdtica (10,28,51). De esta manera, el
transporte de electrones a lo largo de la membrana y de protones a través de ella, conduce a
la formacion de un gradiente de potencial electroquimico de protones transmembranal, que

es utilizado para la sintesis de ATP via la ATP sintasa (4).

1.3 Diversidad de los sistemas respiratorios.

La gran diversidad de los sistemas respiratorios responde a la gran variedad de
ambienies que habitan las bactlerias (Esquema 1) (96). Las bacterias son capaces de oxidar
una amplia variedad de sustratos, los cuales utilizan como fuente de energia (28,29,35).
Para cllo existen deshidrogenasas membranales (especificas para cada sustralo), las cuales
transficren clectrones a la poza de las quinonas, sicndo las méds comunes aquclias que se

derivan de la ubiquinona y de la menaquinona. Cada  grupo  bacleriano  posee  un
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mimero variable de deshidrogenasas que se expresan de acuerdo con las condiciones de
cultivo (presencia de sustrato en el medio). Algunas deshidrogenasas sélo se expresan en
condiciones aerobias, otras s6lo en condiciones anaerobias de cultivo; por ejemplo la
formato deshidrogenasa de Escherichia coli, se expresa en condiciones anaerobias y en
presencia de formato (29). Esta primera seccién en los sistemas respiratorios bacterianos
podemos denominarla como “quinona reductora”, por elio la poza de las quinonas es el

punto de confluencia para las deshidrogenasas.

Las bacterias también presentan un panorama extraordinariamente diverso
respecto a sus oxidasas terminales, las cuales se pueden dividir en dos grupos importantes:
las quinol oxidasas y las citocromo-c oxidasas (Esquema 2). Las quinol-oxidasas son
aquellas oxidasas que reciben directamente los electrones de la poza del quinol (QHa),
mientras que las citocromo-¢ oxidasas son aquellas que reciben los electrones de un

citocromo ¢, el cual es reducido por el complejo be; (4).

Deshidrogenasas

Quinol

\

Compl‘[;jo bey
Citocromo ¢
(Oxidasa terminal Oxidasa terminal

QUINOL OXIDASA CITOCROMO ¢ OXIDASA

Esquema 2. Esquema general que muestra la composicién de los sistemas respiratorios de tipo
quino} oxidasa y citocromo ¢ oxidasa.
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Los esquemas 1 y 2 muestran claramente que la segunda seccién de muchos de los
sistemas respiratorios bacterianos es divergente y por ello a partir del quinol diversas
cadenas conducen los electrones al O, o en ausencia de éste, hacia otros aceptores
terminales de electrones. Esto es algo comiin entre bacterias, en contraste a la mitocondria

que s$6lo tiene una cadena respiratoria (97).

Las bacterias pueden hacer uso de un amplio intervalo de concentraciones de
oxigeno. Esta flexibilidad se debe a la presencia de dos o mds oxidasas terminales, cuyas
afinidades por O, corresponden a su hdbitat y pueden cubrir intervalos de concentraci6n de
O, que van de 10 a 10 M. El caso mejor estudiado es el de E. coli, donde se encuentra un
sistema respiratorio constituido por dos quinol oxidasas, las cuales se regulan de acuerdo
con la tensién de O,. Asi, en condiciones aerdbicas E. coli expresa a Ia quinol oxidasa bo
mientras que en condiciones de microearofilia expresa la oxidasa bd (44,55,82). Las
propiedades cinéticas de estas dos quinol oxidasas explican su funci6n diferencial en el uso
del O,. La oxidasa bo tiene un K, por O, de 100 nM, mientras que la oxidasa bd tiene una
afinidad sorprendentemente alta, Ky, por O, de 5 aM (17,18). Esta elevada afinidad por el
oxigeno le permite a E. coli utilizar el O, en ambientes microaerofilicos, aunque esta mayor
afinidad se paga con una baja eficiencia en la translocacién de protones, ya que la oxidasa
bd transloca un mdximo de 1 H'/e” (89) e inclusive hay reportes que sostienen que la
oxidasa bd no transloca protones (82). Contrastando con lo anterior Ia quinol oxidasa bo
transtoca 2 H'/e™ (89).

Hay que hacer notar que para las bacterias €l bombeo de protones no siempre es lo
que mds interesa. Aunque la funcion primaria de la cadena respiratoria es la generacién de
un gradiente electroquimico de protones, la cadena respiratoria también es necesaria como

“tiradero de poder reductor” con ¢l fin de reoxidar el NADH.

También existen condiciones en que las cadenas respiratorias actdan de una
manera desacoplada para controlar la concentracion de O, intracelular (10,81). Asi ocurre
cuando ¢s necesario proteger a ciertos componentes enzimdticos de vias metabdlicas de la
accion toxica del Og; tal es el caso de la fijacién de nitrégeno en algunas bacterias de vida

libre (81).



2. El papel del oxigeno en la fijacién biol6gica de nitrégeno.

2.1 La fijacién biologica de nitrégeno.

A pesar de que el nitrégeno elemental (N2) es un gas muy abundante en la
atmésfera, como fuente de nitrégeno es dificilmente utilizable por los seres vivos (41). Esta
abundancia del nitrégeno, que contrasta con la dificultad de su vtilizacién quimica, crea una
paradoja que ha sido ingeniosamente resuelta por el proceso de la fijacién biologica de
nitrégeno (FBN): la reduccién del N, a una forma metabolicamente utilizable, el amonio
(41). Esta capacidad para fijar nitrégeno estd restringida a un nimero de organismos
procariotes a los que se les ha llamado “diazétrofos” y ocurre tanio en bacterias
anaerébicas, aerobias facultativas, aerobios estrictos, asi como en bacterias fotosintéticas.
La principal fuente de nitrégeno fijado en la bi6sfera procede de los organismos fotétrofos
y de los organismos heterétrofos, los cuales guardan relacién simbiftica con algunas

plantas o son heter6trofos de vida libre (53,77).

La fijaci6n de nitrgeno es un proceso anaerbico que demanda de grandes
cantidades de ATP (14 a 16 moléculas de ATP) y de una fuente de electrones de bajo
potencial para su actividad (40,86). La reaccién quimica que describe la fijacion de

nitrégeno es la siguiente:
N, + 8H" + 8¢ + 16 MgATP —» 2NH; + H, + 16 MgADP + 16P;

El proceso es catalizado por la enzima nitrogenasa (Nasa), la cual estd compuesta de
dos protefnas, una de ellas es la fierro-protefna, y la otra es la fierro-molibdeno proteina;
ambas son altamente sensibles al O, y el dafio que sufren es irreversible (16,40,53,54,58).

Algunos de esos procariotes son aerobios obligados, por lo que la capacidad de
mantener un metabolismo aerobio es benéfico dados los altos costos que implica la fijacion
de nitrégeno (16,22,54). Sin embargo, la presencia det O; es daftina porque inactiva a la
enzima nitrogenasa. Por ello, fos microorganismos han desarrollado una seric de estrategias
hioquimicas y fisioldgicas que les han permitido resolver esta paradoja. La mayorfa de 1os

i?



diazé6trofos evaden esta sensibilidad al O, empleando algunos mecanismos de proteccion.

Se han descrito en la literatura algunas formas de proteccién para la enzima nitrogenasa, de

las cuales se pueden mencionar las siguientes:

En Azotobacter vinelandii, un diazétrofo de vida libre, la unién de protefnas fierro-
azufre (Fe-S) a la nitrogenasa genera un complejo transitorio e inactivo de la enzima;
este complejo queda de esta manera protegido del dafio por oxigeno y es reversible

(“protecci6én conformacional”) (16,76,87,88).

En algunos organismos microaerofilicos de vida libre como Azospirillum se ha
detectado una fuerte respuesta aerotdctica que les permite desplazarse hacia los sitios
donde la concentracién de oxigeno es 6ptima, tanto para la generacién de energia como

para la fijacion de nitr6geno (85,104).

La presencia de barreras fisicas, impermeables al Oz, mantienen ambientes con escaso
oxigeno, por ejemplo los nédulos de las leguminosas facilitan el desarrollo de
Rhizobium en una relacién simbidtica donde los bacteroides expresan su actividad
diazotrofica (5).

Los miembros del género Azoarcus spp., son microorganismos estrictamente aerobios
que s6lo fijan nitrégeno bajo condiciones microaerofilicas. En este género bacteriano se
detect6 la presencia de estructuras membranales intracitopldsmicas, generadas a partir
de la propia membrana citopldsmica, las cuales fueron llamadas “diazosomas”™. Lo mds
interesante de este mecanismo de proteccién es que las estructuras membranales solo se
ponen de manifiesto cuando la bacteria se encuentra fijando nitrégeno; ademds la fierro-
protefna, uno de los componentes de la nitrogenasa, se mantiene unida a estas
estructuras. Se ha propuesto que la asociacion entre Ja membrana citopldsmica y la
nitrogenasa facilita el flujo de ATP, desde el sitio donde sc cstd produciendo hacia la

reaccién altamente demandante de energfa, la {ijacién de nitrégeno (43).

En las bacterias que fijan nitr6geno acrGbicamente, la concentraci6n de O disuelto

cercana a sus superficies, debe ser suficiente para mantener funcionando sus oxidasas
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respiratorias de manera eficiente. Otro mecanismo para generar regiones locales de baja
concentracién de oxigeno es la agregacion microbiana. Asf, en la rafz del Kallar se han
detectado corpisculos redondos de 3 a 20 pm de didmetro y son el resultado de la
agregaci6n bacteriana, en especial del género Azoarcus. La agregacién microbiana
permite mantener un gradiente de O, por ello se cree que la concentracion de O, en el
centro del corpiisculo es unas 1000 veces menor que la concentracion del mismo én la

superficie (42).

e En los nédulos de las leguminosas, la leghemoglobina funciona como una proteina

acarreadora que mantiene un ambiente bajo en oxigeno (5).

® En el género Azotobacter se describi6 otro mecanismo de proteccion de la nitrogenasa.
Este mecanismo ha sido Ilamade de “proteccién respiratoria”. Las altas tasas
respiratorias son las responsables de abatir la tension de oxigeno y mantener un
ambiente intracelular bajo en oxigeno, el cual es compatible con la funcién de la

nitrogenasa (16,81).

3. La proteccién respiratoria.

3.1 La proteccién respiratoria, una funcién novedosa del sistema respiratorio en bacterias.

Dalton y Postgate (1969) (16) postularon que la nitrogenasa se protege del daiio
por O, a través de la alta respiracion celular o bien por un cambio conformacional de la
misma protefna, inducido por proteinas Fe-S, que fueron mencionadas anteriormente. De
acuerdo con Ia hip6tesis de la protecci6n respiratoria, el O, se consume en las proximidades
de la superficie celular y de esta forma se previene que el O, entre a la célula. Esta hipdtesis
fue propuesta basdndose en el hecho de que las azotobacterias ticnen una de las mas altas
actividades respiratorias registradas entre los organismos aerobios, ademds de que la
actividad respiratoria se incrementa cuando las células se crecen a concentraciones elevadas

de O, También sc ha propuesto que ¢l incremento en la respiracién se acompana de un
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respiratorias de manera eficiente. Otro mecanismo para generar regiones locales de baja
concentracién de oxigeno es la agregacién microbiana. Asf, en la rafz del Kallar se han
detectado corptsculos redondos de 3 a 20 pm de didmetro y son el resultado de la
agregacion bacteriana, en especial del género Azoarcus. La agregacién microbiana
permite mantener un gradiente de O, por ello se cree que la concentracién de Oz enel
centro del corpisculo es unas 1000 veces menor que la concentracién del mismo en la

superficie (42).

e En los nédulos de las leguminosas, la leghemoglobina funciona como una proteina

acarreadora que mantiene un ambiente bajo en oxigeno (5).

® En el género Azotobacter se describi6 otro mecanismo de proteccion de la nitrogenasa.
Este mecanismo ha sido IHlamado de “proteccién respiratoria”. Las altas tasas
respiratorias son las responsables de abatir la tensién de oxigeno y mantener un
ambiente intracelular bajo en oxigeno, el cual es compatible con la funcién de la

nitrogenasa (16,81).

3. La proteccion respiratoria.

3.1 La proteccién respiratoria, una funcién novedosa del sistema respiratorio en bacterias.

Dalton y Postgate (1969) (16) postularon que la nitrogenasa se protege del daiio
por O, a través de la alta respiracién celular o bien por un cambio conformacional de la
misma proteina, inducido por proteinas Fe-S, que fueron mencionadas anteriormente. De
acuerdo con la hipotesis de la protecci6n respiratoria, el O, se consume en Jas proximidades
de la superficie celular y de esta forma se previene que el O; entre a la célula. Esta hip6tesis
fue propuesta basdndose en el hecho de que las azotobacterias tienen una de las mds altas
actividades respiratorias registradas entre los organismos aerobios, ademds de que la
actividad respiratoria sc incrementa cuando las células se crecen a concentraciones elevadas

de O,. También sc ha propucsto que ¢l incremento en la respiracion s¢ acompafia de un



desacoplamiento del transporte de electrones, de tal manera que un aumento en el consumo
de O, no se asocia a un incremento en la produccién de ATP (16). Este desacoplamiento
parcial en la respiracién celular es posible gracias a que el sistema respiratorio de las
azotobacterias estd ramificado y cuenta con dos citocromo oxidasas, una de tipo bo y de
otra de tipo bd. Se cree que esta dltima via presenta dicho desacoplamiento.

La proteccién respiratoria parece estar activa mientras las células fijan nitrégeno en
presencia de O,. De acuerdo con esto, una mutante de A. vinelandii que no expresa el
citocromo bd no es capaz de fijar nitrégeno aerGbicamente. Por otra lado, una mutante que
expresa niveles elevados de citocromo bd y cantidades no detectables de citocromo bo fue

capaz de fijar nitrégeno bajo condiciones aerébicas (60).

Se ha propuesto que la respiracién en los organismos capaces de fijar nitrégeno
aerGbicamente debe desempeiiar al menos dos funciones: la primera, proveer el suficiente
ATP para sostener el alto costo energético que implica la fijacién de nitrégeno, y la
segunda, remover el exceso de O, como parte del mecanismo que proteja a la nitrogenasa

de la inactivacién por oxigeno (51,77,81,87).

3.2 El sistema respiratorio de Azotobacter vinelandii.

La respiracién de Azotobacter vinelandii ha sido extensamente estudiada. Los
miembros del género Azotobacter son organismos aerdbicos esirictos, los cuales fijan
nitr6eeno en el estado de vida libre y lo pueden hacer en un amplio intervalo de
concentraciones de oxigeno (51). Esta habilidad involucra cambios en la sintesis y en las

actividades de los componentes de la cadena respiratoria (41,48,81,103).

El sistema respiratorio de A. vinelandii se localiza en la membrana citopldsmica y
consiste de un conjunto de transportadores rédox (35,81,87,102,103). Con base en estudios
de sensibilidad al monéxido de carbono (CO) y al cianuro de potasio (KCN), asf como en la
espectrofotometria de fotodisociacién de los complejos de CO y de las cinéticas de 6xido-
reduccién de los citocromos, sc propuso ¢l modelo del sistema respiratorio de A. vinelandii
que sc observa en c¢i Esquema 3 (51). El sistema respiratorio comprende varias

deshidrogenasas flavin-dependientes para NADH, succinato, lactato y malato, que donan
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los electrones a la ubiquinona-8. Las actividades especificas de tales deshidrogenasas
resultaron extremadamente altas, indicando una gran capacidad de la bacteria para oxidar
répidamente estos sustratos, por ejemplo los valores registrados para el NADH estuvieron
alrededor de 5 umol min"' mg™ de protefna; las actividades respiratorias con malato, lactato

y succinato fueron menores (47).

cit-cs —® cit- bo (0.016)
cit- ¢4 P cit- bo (0.33)
Deshidrogenasas —» Qg ~—— cit- chbs K., aparente
por oxigeno
(UM)
cit- bd (5.00)

Esquema 3. Esquema que muestra la composicion del sistema respiratorio de A. vinelandii. Las
deshidrogenasas para NADH, malato y otros sustratos se muestran transfiriendo colectivamente
sus electrones a la ubiquinona-8 (Qg). Durante la fijacion de nitrégeno, el flujo de electrones hacia
el oxigeno se conduce por la via del citocromo bd (Kn por oxigeno = 5 uM). La via alternativa (no
necesaria para la fijacion de nitrégeno) consiste de una oxidasa de mayor afinidad por oxigeno, la
oxidasa bo (K, por oxigeno = 0.016 — 0.33 uM) (77, 81).

Al menos seis citocromos se han detectado en el sistema respiratorio de A.
vinelandii. Los citocromos bd v bo funcionan como oxidasas terminales. Recientemente se
han descrito algunos genes que codifican para la oxidasa terminal cbbs en A. vinelandii, 10
que abre la posibilidad de la existencia de una tercera oxidasa terminal (81). En A.
vinelandii se han encontrado al menos cuatro citocromos de tipo ¢: dos mayoritarios, a los
que se les llamé citocromos ¢y y ¢s, que donan electrones directamente a la oxidasa terminal
bo; los dos restantes corresponden a los citocromos ¢ss; y ¢sss. La funcién de estos dltimos
se desconoce. Anteriormente s¢ consideraba que los citocromos ¢4 y ¢ participaban de

manera secuencial en una misma via de transferencia de electrones, desde la ubiquinona
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hasta la oxidasa bo. En la actualidad se han propuesto dos vias por donde los electrones
fluyen en paralelo: en la primera, los electrones fluyen de la ubiquinona al citocromo ¢4 y
de ahi a la oxidasa terminal; la segunda via consiste en la transferencia de electrones desde
la ubiguinona al citocromo c¢s y luego a la oxidasa bo (51). Asi el flujo de electrones hacia
el O, es conducido por dos o posiblemente tres oxidasas terminales, cuyas afinidades por
{3, son diferentes. En el Esquema 3 se muestran los valores de K, por oxigeno

correspondientes a estas oxidasas terminales.

La citocromo oxidasa bd de A. vinelandii predomina en las células que crecen
fijando nitrGgeno aerébicamente. Esta oxidasa presenta baja afinidad por O, (K= 5 uM),
su funcién debe ser el rdpido consumo de oxigeno y la protecciOn respiratoriz de la
nitrogenasa en ambientes aerébicos (18). El estudio con mutantes de A. vinelandii carentes
de citocromo bd, ha revelado que esta oxidasa terminal desempefia un papel primordial en
la eliminacion de O, durante la fijacién de nitrégeno. Las mutantes carentes de citocromo
bd pierden la diazotroffa aerotolerante, caracteristica de la cepa silvestre de A. vinelandii y
fijan nitr6geno s6lo en condiciones microaerofilicas (17,52,58). A diferencia de la
citocromo oxidasa bd de A. vinelandii, las oxidasas terminales bd de E. coli y K
preumoniae $¢ expresan bajo condiciones de crecimiento microaerofilicas (18,50). En este
caso, la oxidasa terminal bd presenta alta afinidad por oxigeno (K, =5 - 20 nM), lo que
permite que estas bacterias puedan desarrollarse en ambientes donde el oxigeno es escaso
(17,18,81). Lo més interesante de €sto es que las citocromo oxidasas bd encontradas en A.
vinelandii, E. coli y K. pnewmoniae son estructuralmente muy similares, sin embargo las

afinidades por oxigeno son diferentes; la raz6n se desconoce.

4. Ia posible existencia de un mecanismo de proteccion respiratoria
para la nitrogenasa en Acetobacter diazotrophicus.

4.1 Acetobacter diazotrophicus puede fijar nitrégeno bajo condiciones aerébicas.

Las cspecies baclerianas de los géneros Acetobacter y Gluconobacter forman parte
del grupo de las bacterias acéticas, las cuales producen dcido acético a partir del etanol;

estas bacterias pueden crecer en medios dcidos (30). En afios recientes se describieron los



hasta la oxidasa bo. En la actualidad se han propuesto dos vias por donde los electrones
fluyen en paralelo: en la primera, los electrones fluyen de la ubiquinona al citocromo ¢4 y
de ahi a 1a oxidasa terminal; la segunda via consiste en la transferencia de electrones desde
la ubiquinona al citocromo ¢s y luego a la oxidasa be (51). Asi el flujo de electrones hacia
el O, es conducido por dos o posiblemente tres oxidasas terminales, cuyas afinidades por
O, son diferentes. En el Esquema 3 se muestran los valores de X, por oxigeno

comrespondientes a estas oxidasas terminales.

La citocromo oxidasa bd de A. vinelandii predomina en las células que crecen
fijando nitrégeno aer6bicamente. Esta oxidasa presenta baja afinidad por O, (K= 5 uM),
su funcién debe ser el rdpido consumo de oxigeno y la protecci6n respiratoria de la
nitrogenasa en ambientes aerébicos (18). El estudio con mutantes de A. vinelandii carentes
de citocromo bd, ha revelado que esta oxidasa terminal desempefia un papel primordial en
la eliminacién de O, durante la fijacién de nitrégeno. Las mutantes carentes de citocromo
bd pierden la diazotrofia aerotolerante, caracteristica de la cepa silvestre de A. vinelandii y
fijan nitrégeno s6lo en condiciones microaerofilicas (17,52,58). A diferencia de la
citocromo oxidasa bd de A. vinelandii, las oxidasas terminales bd de E. coli y K.
preumoniae se expresan bajo condiciones de crecimiento microaerofilicas (18,50). En este
caso, la oxidasa terminal bd presenta alta afinidad por oxigeno (K., = 5 — 20 nM), lo que
permite que estas bacterias puedan desarrollarse en ambientes donde el oxigeno es escaso
(17,18,81). Lo mas interesante de ésto es que las citocromo oxidasas bd encontradas en A.
vinelandii, E. coli y K. pneumoniae son estructuralmente muy similares, sin embargo las

afinidades por oxigeno son diferentes; la razén se desconoce.

4. La posible existencia de un mecanismo de proteccion respiratoria
para la nitrogenasa en Acetobacter diazotrophicus.
4.1 Acetobacter diazotrophicus puede fijar nitrégeno bajo condiciones aerébicas.

Las especies bacterianas de los géneros Acerobacter y Gluconobacter forman parte
del grupo de las bacterias acéticas, las cuales producen 4cido acético a partir del ctanol;

¢stas bacterias pueden crecer en medios dcidos (30). En afos recientes se describieron los
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componentes respiratorios de Acetobacter aceti y de Gluconobacter suboxydans. En ambos
casos las cadenas respiratorias resultaron similares. Consisten de varias deshidrogenasas, de
una quinona (ubiquinona, Q) y de varios citocromos de tipo c. A. Aceti posee dos quinol
oxidasas terminales, una es la ba (también conocida como citocromo ;) y la otra oxidasa
es la bo. G. suboxydans s6lo posee una quinol oxidasa, la bo (65,67,68,71).

Acetobacter diazotrophicus (también conocido como Gluconacetobacter
diazotrophicus) (101) pertenece al grupo de las bacterias acéticas y es la dnica especie del
género que tiene la capacidad para fijar nitr6geno (30). Estudios en cultivo han demostrado
que A. diazotrophicus puede fijar nitrégeno bajo condiciones aerébicas (24,30,93), sin
embargo no se conoce el mecanismo o los mecanismos implicados en la proteccién de la

nitrogenasa contra el O,.

4.2 Acetobacter diazotrophicus.

A. diazotrophicus se ha aislado del interior de raices, tallos y hojas de 1a cafia de
azicar; habita en los espacios intercelulares (7,13,15,30,39,93). Recientemente se reporté
su aislamiento del café y de la pifia (45,94). Esta bacteria no se ha encontrado en vida libre
(93). Es un bacilo Gram negativo, es movil, posee varios flagelos laterales y mide
aproximadamente 0.7 X 2 um de largo (15). A. diazotrophicus utiliza preferentemente a la
glucosa y a la sacarosa como fuentes de carbono (7,13,26,39,83). También emplea el
gluconato, el piruvato, el lactato y el acetato (13). Es capaz de fijar nitr6geno en cultivo y
probablemente también lo haga en la planta. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 30
°C y su pH 6ptimo es de 5.5; también es capaz de crecer fijando nitrégeno incluso a pH 3.0
(93). En cultivo se ha demostrado que A. diazotrophicus presenta mayor tolerancia al O, en
relacién con otras bacterias diaz6trofas (13). La forma de c6mo la bacteria consigue ésto no
se conoce. Se sabe que su metabolismo es aerobio pero no se conocen los componentes de
su sistema respiratorio. Nosolros proponemos que el sistema respiratorio de A.
diazotrophicus debe participar activamente como mecanismo que proteja a la nitrogenasa
del dafio por O, a través de la proteccién respiratoria. Sin embargo, no descartamos Ia
posibilidad que pudicran existir otros mecanismos involucrados en dicha proteccion, como

la proteccion conformacional, aunque cl estudio de ellos no estd contemplado en ¢l presente




trabajo. Resulta entonces muy interesante estudiar a fondo, 1as propiedades de composicién
y organizacién del sistema respiratorio de A. diazotrophicus, en especial cuando la bacteria
se encuentra fijando nitrégeno. Asf el conocimiento del sistema respiratorio ayudard a
determinar la probable existencia del mecanismo de proteccién respiratoria em A.

diazotrophicus.



Hipdtesis

La elevada actividad respiratoria de A. diazotrophicus en condiciones de fijacién de
nitrégeno sugiere que esta bacteria mantiene su actividad de nitrogenasa mediante un
mecanismo de proteccién respiratoria. Creemos que el sistema respiratorio de A.
diazotrophicus debe participar activamente en el mecanismo de proteccién respiratoria para

la nitrogenasa.




Objetivos

Objetivo general:

Definir la composicin y organizacion del sistema respiratorio de Acetobacter
diazotrophicus en cultivo, as{ como su relacién con la aerotolerancia en la fijacion de
nitrégeno y su posible participacién como mecanismo de proteccidn de la nitrogenasa

frente al Os.

Objetivos particulares:

Determinar el efecto de la aereacién incrementada sobre las propiedades de crecimiento
v la actividad diazotréfica de A. diazotrophicus creciendo en condiciones de limitacion

de amonio y de exceso de amonio.

Identificar los componentes citocrémicos de la cadena respiratoria de A. diazotrophicus

en las condiciones de crecimiento anteriores.

Identificar las oxidasas terminales presentes en A. diazotfrophicus mediante técnicas
espectroscopicas (espectros diferenciales). Caracterizar la presencia de las oxidasas

terminales por técnicas de fotodisociacion.

Determinar cualitativa y cuantitativamente los grupos hemo presentes en el sistema

respiratorio de A. diazotrophicus.



Cuantificar la expresion de las actividades respiratorias (oxidasas y deshidrogenasas) del
sistema respiratorio de A. diazotrophicus bajo condiciones que permitan fijar nitrégeno y
bajo condiciones que repriman la fijacién de nitrégeno.

Elaborar un modelo que relacione la regulacitn fisioldgica del sistema respiratorio con
la capacidad para fijar nitrégeno en un cultivo.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Material biolégico.
Acetobacter diazotrophicus cepa PAL 5.

5.2 Mantenimiento del organismo.

A. diazotrophicus se mantuvo en el medio de cultivo LGIP gelificado pH 5.5 (93),
el cnal contenfa (g/L): 50 g de aziicar refinada comercial, 4 g de K,HPO, 5 g de KH,PO,,

0.2 ¢ de MgSO,.7H,0, 0.02g de CaCl,.2H,0, 0,002 g de Na,M0042H,0, 0.01 g de
FeCl,.6H,0, 0.1321g de (NH4),SO,, 13 g de agar bacteriologico y 12 ml de azul de
bromotimol al 0.5%. El pH se aiust6 a 5.5.

5.3 Medio de cultivo liquido LGIP.

Para todos los ensayos se empleé el medio de cultivo liquido LGIP pH 5.5 (93), el
cual contenia (g/L): 50 g de azicar refinada comercial, 4 g de K,HPO,, 5 ¢ de KH,PO,, (.2
¢ de MgSO,.7H,0, 0.02g de CaCl.2H,0, 0,002 g de Na,M0oO42H,0 y 0.01 g de
FeCl,.6H,0 y 0.1321g de (NH4),50,. E1 pH se ajusté a 5.5.

5.4 Cultivos analiticos de A. diazotrophicus bajo condiciones de aereacidn incrementada.

Se realizaron cultivos de A. diazotrophicus en los que la aereacién y la
disponibilidad de amonio fueron las variables. Para ello, se empled el medio de cultivo
LGIP pH 5.5 (93) suplementado con 1 ¢ 40 mM de (NH4)»SO4. Los culiivos de A.
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 m! para inocular los cultivos de 1 L; con este indculo se

alcanzd una absorbancia a 560 nm (Ab s¢0 ) de 0.07.




Se ensayaron cinco condiciones de aereaci6n; estas condiciones de aereacién fueron
generadas por el paso de aire a través del medio de cultivo y fueron: 0.5, 1.0, 1.5, 2.5 y 4.0
L de aire min™. La aereacién y la agitacién (320 r.p.m.) se mantuvieron constantes durante
todo el cultivo. En todos los cultivos se midieron: la Ab seo nm, 1a demanda de oxigeno de
los cultivos, las actividades de nitrogenasa, el pH del medio de cultivo, la concentracién del

amonio residual, asf como la cantidad de oxigeno disuelto.

5.5 Determinacitn de los coeficientes de transferencia de oxigeno (Kza).

Se determinaron los coeficientes de transferencia de oxigeno (K;a) para cada una
de las condiciones de aereacién probadas. Los coeficientes de transferencia de oxigeno
estdn directamente relacionados con la velocidad de transferencia de oxjgeno de la fase
gaseosa a la fase liquida (19). Estas determinaciones fueron hechas empleando el medio
LGIP pH 5.5 contenido en el fermentador de 1 L. Dentro del medio de cultivo fue
introducido un electrodo de Clark (Yellow Springs Instruments) para valorar 1a cantidad de
oxigeno incorporado al medio y se mantuvo constante la velocidad de agitacién en el
fermentador (320 r.p.m.). Luego, el medio de cultivo LGIP fue burbujeado con N hasta
alcanzar el estado anaerdbico; ésto fue monitoreado en el registrador del oximetro. Se
registré la basal del estado anaer6bico e inmediatamente se procedié a introducir aire al
fermentador. El cambio en las pendicntes registradas permitié determinar la velocidad de

transferencia de oxigeno al medio de cultivo.

5.6 Propiedades del crecimiento de A. diazotrophicus.

Las propiedades del crecimiento y actividad diazotréfica de A. diazotrophicus
fucron evaluadas mediante la determinacion de la Ab sgo ., d¢ las demandas de oxigeno, de
ta cantidad de oxigeno disuclto, de las actividades de nitrogenasa, del pH y de la cantidad
de amonio residual en todos los cultivos a diferentes condiciones de acreacién. Las

determinaciones se realizaron a diferentes intervalos.
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5.6.1 Demanda de oxigeno.

Las demandas de oxigeno fueron determinadas polarogréficamente empleando un
electrodo de Clark. (Yellow Springs Instruments) de acuerdo al método descrito por
Escamilla ez al., 1991 (23). Para ello, se emplearon alicuotas del cultivo en pleno
crecimiento. La mezcla de reaccidn se ajusté a un volumen final de 1.8 ml conteniendo

medio de cultivo LGIP fresco y estéril y 250 11 del cultivo en pleno crecimiento.

5.6.2 Oxigeno disuelto.

La concentracion de oxigeno disuelto en el medio de cultivo fue determinada in vivo
empleando un electrodo de Clark. Para elio, se tomaron alicuotas de 1.8 ml del cultivo en
crecimiento activo y fueron colocados en la cdmara del oximetro. La actividad respiratoria
de las células fue inhibida instantdneamente con HgCl, a una concentracién final de 1.5
mM (34).

5.6.3 Actividades de la nitrogenasa.

Las actividades de la nitrogenasa fueron determinadas en células enteras por el
cnsayo de reduccion de acctileno (ARA) (83) y para ello se empled un cromatégrafo de
gases (Varian 3400). Para determinar Ja actividad de nitrogenasa sc tomaron alicuotas de 2
ml del cultivo en pleno crecimiento y [ucron colocados en viales de vidrio de 5 ml, Los
viales fueron cerrados herméticamente. Se extrajo el 15 % del aire presente en la cdmara
aérea y tue sustituido por acetileno recién generado a partir de carburo de calcio (CaCy).
Las células se incubaron a 30 °C en un agitador orbital (250 r.p.m.) durante 30 min. Luego,
s¢ tomaron 10 pl de la fase gascosa y se inyectaron al cromatégrafo dc gases para

cuantificar la cantidad de ctileno producido.
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5.6.4 Medicion del pH.

Se determiné el valor de pH en los cultivos de A. diazotrophicus empleando un

electrodo de pH Corning Co. Para ello se tomaron alicuotas de 10 ml del cuitivo.

5.6.5. 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 mi
del cultivo en crecimiento activo vy se adicionaron 100 ul de KOH 10 M. La muestra fue

llevada directamente al electrodo de amonio para cuantificar el amonio residual presente.

5.7 Cultivo masivo.

El cultivo masivo de A. diazorrophicus se realizé utilizando el medio de cultivo
LGIP (93), conteniendo 1 6 40 mM de (NH,),SO,. Los cultivos se llevaron a cabo a 30 °C
en un biofermentador de 60 L manteniendo las condiciones de mds alta aereacion y
agitacién de 100 r.p.m. El cultivo bajo limjtacién de amonio fue iniciado con 4 L de un
inéculo en crecimiento activo, mientras que el cultivo en exceso de amonio fue iniciado con
2 L de in6culo. Los indculos fueron crecidos en medio LGIP durante 24 h. Ambos cultivos
fueron suspendidos al inicio de la fase estacionaria. Las c€lulas fueron cosechadas con una
centrifuga de flujo continuo (Sharpless Co.). Después, las células fueron lavadas con

solucién reguladora de fosfatos 50 mM pH 6.0 conteniendo 0.5 mM de CaCl, y 0.5 mM de

MgCL, y fucron almacenadas — 80 °C hasta su uso.

5.8 Lisis celular y preparacién de membranas.

Las células fucron rotas empleando perlas de vidrio (0.1-0.2 mm) en una licuadora
(Bead-Beater). Sc aplicaron de 4 a 5 pulsos con espacios de 2 min para cvitar el
calentamiento de las células. Todo el proceso se llevé a cabo en frio y se empled 1 mM de
PMSF (fluoruro de fenil-metil sulfonilo) para evitar la degradacion por proteasas (23). Las

perlas fucron separadas con ayuda de un filtro y bomba de vacfo. La suspension de células
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rotas fue centrifugada a 10,000 x g durante 10 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 solucion reguladora de fosfatos 50 mM pH 6.0
conteniendo 0.5 mM de CaCl, y 0.5 mM de MgClL,, se alicuotaron y se almacenaron a — 80
°C hasta su uso. La cantidad de proteina en las membranas fue determinada por el método

modificado de Lowry er al. (61).

5.9 Andlisis espectral de los citocromos.

Los andlisis de citocromos se llevaron a cabo espectrofotoméiricamente a
temperatura del nitGgeno lquido (77 K) y a temperatura ambiente, de acuerdo a la
metodologfa establecida por Escamilla er al., (23). Para ello se empleé un
espectrofotémetro  SLM-Aminco DW 2000 y usaron cubetas con paso de luz de 0.2 ¢m
(espectros a 77 K). Los espectros diferenciales reducido menos oxidado se obtuvieron
resuspendiendo las membranas de A. diazotrophicus en solucién reguladora de fosfatos 50
mM pH 6.0 adicionado de DMSO al 30 %. En la mayorfa de los casos la concentracién
final de protefna fue de 5 mg ml’'. Las membranas fueron reducidas durante 10-20 min
empleando pocos granos de ditionita, 10 mM de glucosa, 3 mM de NADH, etc, y oxidadas
con persulfato de amonio. Los espectros diferenciales reducido+KCN menos oxidado se
obtuvieron adicionando a la muestra reducida 1 mM de KCN (25). Los espectros
diferenciales de moné6xido de carbono se obtuvieron burbujeando CO a la muestra reducida
durante 1-3 min. Los espectros de fotodisociacién fueron realizados a 77 K en membranas
y para ello a las muestras congeladas conteniendo los carboxiderivados (Cit-CO) se
aplicaron 3-4 pulsos consecutivos de luz blanca. El espectro obtenido después irradiar con
luz. blanca sustraido del espectro dec CO generé el espectro de fotodisociacion. Las
membranas [ueron reducidas con ditionita; se emplearon 5 mg de proteina membranal ml™.

Las concentraciones de los citocromos fueron calculadas a partir de 10s espectros
dilerenciales reducido menos oxidado o reducido + CO menes reducide a lemperatura
ambiente de las preparaciones membranales de A. divzotrophicus. La concentracion de los
Cit-c fue calculada empleando membranas despudés de ser tratadas con acetona-acida (32),

mientras que las concentraciones de los citocromos b, d y ay, fucron calculadas empleando
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membrans después de ser tratadas con 0.2 % de Tritén X-100 (65). Los coeficientes de
extincién milimolar (c.e.m.) empleados fueron: Cit- b (562-575 nm)= 22 mM'Icm'l; Cit- ¢
(553-540 nm)= 19.1 mM 'cm’™; Cit- d (628-649 nm)= 19 mM cm” y Cit- a; (427- 440
nmj= 60 mM cm” (23,46,65,67),

5.10  Actividades respiratorias (oxidasas y deshidrogenasas).

Las actividades de las oxidasas fueron determinadas polarograficamente a 30 °C de
acuerdo al método descrito por Escamilla er al,(23). Para ello se empleé el oximetro
provisto de un electrodo Clark (Yellow Springs Instruments). La mezcla de reaccion se
ajusté a un volumen final de 2 ml y contenfa: solucion reguladora de fosfatos 50 mM pH
6.0 0 7.4 v suspensién membranal (0.1 mg de proteina membranal). La reaccion fue
iniciada con la adicién del sustrato donador de electrones. Asi las concentraciones finales
de los sustratos fueron: 3 mM de NADH, 10 mM de glucosa, 10 mM de etanol, 10 oM de
acetaldehido, 10 mM de gluconato, 50 mM de succinato. La respiracién con ascorbato-
TMPD (N,N,N’ N -tetrametil-p-fenilendiamina) fue medida en presencia de 10 mM de
ascorbato y 2 mM de TMPD, mientras que Ia respiracién con ascorbato-THQ (2,3,5,6-
tetracloro-1,4-bencenediol) se hizo empleando 10 mM de ascorbato y 1.5 mM de THQ.

Las actividades de las deshidrogenasas membranales fueron determinadas
espectrofotométricamente empleando ferricianuro de potasio como aceptor de electrones,
siguiendo la metodologia establecida por Ameyama y Adachi {1,2). Brevemente, la mezcla
de reaccién se ajusté a 1 ml y contenfa solucion reguladora de citrato (Macllvaine),
suspension membranal (0.05 mg de protefna membranal) y 10 mM de ferricianuro de
potasio. Las membranas fueron inhibidas previamente con 2 mM de KCN. La reaccin s¢
inicié con la adicién de 10 mM de glucosa, 10 mM de ctanol, 10 mM de acetaldehido, 1
mM de NADH, 10 mM de gluconato, 50 mM de succinato. La actividad fue cuantificada

por ¢l cambio en la absorbancia a 660 nm.

5.11  Extraccidn de las membranas con acetona-acida.

Las membranas [ueron extraidas con acetona-dcida de acuerdo al método descrito

por Goodhew er af. (32}, Se partid de una preparacion membranal (200 mg de proleina



membranal) y fue colocada en cinco volimenes de acetona-dcida (HC1 0.01M en acetona).
Las membranas se mantuvieron en hielo, se agitaron suavemente y se incubaron en la
oscuridad durante 20 min; luego fueron centrifugadas a 10,000 xg durante 10 min a 4°C. Se

recuper6 el sedimento y se guardé a — 80 °C hasta su uso.

5.12  Solubilizaci6n de citocromos ¢ de A. diazotrophicus con Tritén X-100 al 0.2 %.

Los citocromos ¢ fueron solubilizados de las membranas de A. diazotrophicus
empleando Tritén X-100 (65). Para ello, el paquete de membranas (10 mg de proteina
membranal) fue resuspendido en 1 mli de solucién reguladora de fosfatos 50 mM pH 6.0
conteniendo Tritén X-100 al 0.2 %. La suspension membranal fue agitada suavemente
durante 2 h en frio y luego fue centrifugada a 144,000 x g durante 20 min a 4 °C. Con
ayuda de una pipeta Pasteur el solubilizado fue recuperado (sobrenadante). Los citocromos
¢ fueron detectados en esta fraccién. Las membranas que fueron extraidas con Tritén X-100
(residuos membranales de Tritén X-100) se guardaron a — 80 °C y se mantuvieron asi hasta

su uso.

5.13  Analisis electroforético.

Se realizé la electroforesis en PAGE-SDS de acuerdo a la metodologia descrita por
Goodhew et al,, (32). E1 PAGE-SDS fuve llevado a cabo en placas de 14 x 16 ¢m usando un
gel separador de 10 % de acrilamida y un gel concentrador del 5 %. Las muestras aplicadas
al gel fueron las fracciones solubilizadas y los residuos membranales obtenidas al tratar las
membranas con Tritén X-100 al 0.2 %. También se emplearon las membranas que no
recibieron ningdn tratamiento. Las muestras {ueron calentadas a 90 °C durante 5 min en
presencia de SDS y f-mercaptoctanol. El PAGE-SDS se corrié a 20 mA durante toda la

noche.

5.13.1  Zimografia para cilocromo c.

Las bandas de los citocromo ¢ fueron detectadas por su actividad de peroxidasa

empleando la téenica de Thomas er of., (95). Despuds de la clectroforesis el gel fue



sumergido en una soluci6n reguladora de acetato de sodio 175mM pH 5.0. Inmediatamente
se adicions TMB (3,3',5,5" tetrametilbencidina) 0.2 mM disuelta en metanol. La mezcla se
incubd 2 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Después se adicioné H,O; a una
concentracién final de 30 mM. Las bandas de los citocromos ¢ fueron visualizadas después
de 1a adicién del H>Q,. La reaccién fue detenida lavando el gel con solucién reguladora de

acetato de sodio 175 mM pH 5.0 conteniendo alcohol isopropilico al 30 %.

5.14  Espectros de hemocromo-piridina.

El espectro de hemocromo-piridina fue determinado de acuerdo a la metodologia
reportada por Matsushita ez al., (67). Para ello, se empled la fraccién que contenfa hemo D
y que fue recuperada después de la cromatograffa de fase reversa. El hemocromo de
piridina se preparé adicionando NaOH y piridina a una concentracién final de 0.2 M y 20
%, respectivamente. La muestra fue reducida con ditionita y oxidada con persulfato de

amonio.

5.15  Andlisis de los grupos hemo de A. diazotrophicus por HPLC de fase reversa.

La composicién de grupos hemo presentes en el sistema respiratorio de A.
diazotrophicus fue determinada por una cromatograffa HPLC de fase reversa. De esla
forma, los grupos hemo extrafdos y purificados de acverdo al mélodo descrito por
Puustinen et al.,(82) fueron disuelios en una solucién de acetonitrilo conteniendo 4cido
triffuoroacético (TFA) al 0.5 %. La solucién fuc aplicada a la columna de un cromatégrafo
de liquidos (Waters Chromatography System). Los grupos hemo fueron eluidos por un
gradicnte de acetonitrilo-agua como ha sido descrito por Lubben y Morand (62). El sistema
fue calibrado usando los siguicntes estdndares: grupos hemo B y O extraidos de membranas
de E. coli; hemos B y A extrafdos de particulas submitocondriales de corazén bovino y

protohemo 1X obtenido de Sigma Co.



5.16  Irradiacién de membranas con luz ultravioleta cercana (U.V. 360 am)-

Las membranas de A. diazotrophicus fueron resuspendidas en solucién reguladora
de fosfatos 50 mM pH 6.0 hasta una concentracién final de protefna de 10 mg mi’. La
suspension membranal fue colocada en una placa de Petri y agitada suavemente con ayuda
de una bala magnética. La placa permanecié en hielo y se mantuvo destapada durante el
proceso. Luego, la ldmpara de U.V. (Vue lamp, Ultraviolet Products) fue colocada en las
proximidades de la placa de Petri. Las membranas fueron irradiadas con luz ultravioleta

cercana (U.V. 350 nm) durante 2 h {(9).
5.17 Extraccion con n-pentano de las membranas de A. diazotrophicus.

Las membranas fueron extrafdas con el solvente n-pentano de acuerdo al método
descrito por Peschek (78). Se partié de una preparacién membranal (5 mg de proteina
membranal), previamente Hofilizada. Las membranas liofilizadas fueron transferidas a un
homogenizador de vidrio con émbolo de teflén. Se adicionaron 5-10 ml de n-pentano y las
membranas se homogenizaron con ayuda del émbolo. Los membranas extraidas fueron
recuperadas y se repitié el mismo procedimiento. Finalmente, las membranas fueron
lavadas con solucién reguladora de fosfatos 50 mM pH 6.0 y se almacenaron en

congelacion a — 80 °C hasta su uso.



6. Resultados

6.1 Crecimiento y actividad diazotr6fica de Acetobacter diazotrophicus bajo condiciones

de aereacitn incrementada.

A. diazotrophicus se ha reconocido como un diazétrofo aerotolerante, en el cudl el
oxfgeno es esencial para la produccién de las grandes cantidades de ATP que son
requeridas para la fijacién de nitr6geno (93). Con la finalidad de conocer el efecto del
oxigeno sobre las propiedades de crecimiento y la actividad diazotréfica de A.
diazotrophicus, se realizaron cultivos en un biofermentador de 1 L agitado a 320 r.p.m. Se
probaron condiciones de aereacién incrementada, las cuales fueron generadas haciendo
burbujear los siguientes volimenes de aire: 0.5, 1.0, 1.5, 2.5 y 4.0 L de aire min™. El paso
del aire a través del fermentador y la agitacién mecénica favorecieron la disolucién del
oxigeno en el medio de cultivo, de esta forma cada condicion de aereacién alcanzé un nivel
de oxigeno diferente. En todos los casos se empled el medio de cultivo LGIP conteniendo 1
mM de (NH,),SO,. Para efectos de comparacién, A. diazotrophicus fue crecido en medio
LGIP conteniendo 40 mM de (NH,),SOy; este cultivo se realizé bajo Ia condicidn de més
alta aereacién (4.0 L de aire min'). Con base en la concentracién de amonio se
distinguieron dos condiciones de crecimiento, la condicién limitada de amonio (1 mM) y la
condicién con exceso de amonio (40 mM). En todos los casos se determiné la turbidez del
medio de cultivo (Ab sep o} cOomo un indicador del crecimiento, también s¢ midio la
demanda de oxigeno, la cantidad de oxigeno disuelto, la actividad de la mitrogenasa, el pH
del medio y la cantidad de amonio residual.

En los cultivos limitados de amonio, los resultados indicaron que la alta aereacién
tuvo un fuerte efecto positivo sobre las propiedades de crecimiento de A. diazotrophicus. El
crecimiento fue més rapido bajo las condiciones mds aercadas, obteniéndose Ab 560 nm MAS
clevadas (Fig. 1A). A las 36 h, ¢l cultivo méds acreado (4.0 L de aire min™) alcanzé un
absorbancia superior a 2.5, micatras que a las 60 h, el cultivo menos acrcado (0.5 L de aire
min’') apenas alcanzé una absorbancia de 2.0. Los demds cultivos presentaron absorbancias

intermedias. Por otro lado, para cada una de las condiciones de acrcacion  probadas,
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Fig. 1 Propiedades de crecimiento y actividad diazotréfica de A. diazotrophicus. Los cultivos
fueron realizados a 30 °C en un biofermentador de 1 L empleando el medio de cultivo LGIP bajo
diferentes condiciones de aereacién (L de aire min"): 0.5 (V), 1.0 (0), 1.5 (<€), 2.5 (&) y 4.0 (O).
£1 medio de cultivo contenia 1 mM de (NH.)2SQ.. Como control se realizé el cultivo de A
diazotrophicus en el medio LGIP conteniendo™ 40 mM de (NH,);SOs bajo la condiciéon de mayor
acreacién (4 L de aire min’') (@).
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las curvas de crecimiento y las demandas de oxigeno del cultivo, mostraron un
comportamiento paralelo, al mismo tiempo que presentaron cinéticas de tipo bifédsico (Fig.
1, panel A y B). Puesto que la dosis inicial de amonio {1 mM) se agot6 en las primeras
horas del crecimiento (Fig. 1E), se propuso que la primera fase de crecimiento (0 - 15 h)
observada en todos los cultivos, fue generada en respuesta a la dosis inicial de amonio (1
mM) (Fig. 1B). En esta fase de crecimiento no se registré actividad de la nitrogenasa (Fig.
1C). En las condiciones més aereadas, el amonio se agoté alrededor de las 10 h de
crecimiento, mientras que en el cultivo menos aereado el amonio se agotd a las 20 h. El
amonio se requiere en el medio de cultivo como dosis inicial para que A. diazotrophicus
inicie su crecimiento. Lo anterior se comprob6 colocando A. diazotrophicus en medio LGIP
libre de amonio; los resultados mostraron que A. diazotrophicus no fue capaz de crecer bajo
ninguna de las condiciones de aereacién ensayadas (datos no mostrados). La segunda fase
de crecimiento (a partir de las 15 h), se caracteriz6 por la expresion de Ia actividad de la
nitrogenasa (Fig. 1C). Lo més sorprendente fue que las mds ailtas actividades de la
nitrogenasa y el mayor crecimiento ocurrieron en los cultivos con mayor aereacion (Fig. 1,
panel A y C). El cultivo més aereado present$ una actividad especifica de 900 nmoles de
acetileno reducido mg de proteina™ h'. Los cultivos restantes mostraron actividades de la
nitrogenasa inferiores y proporcionales al nivel de aereacién. La mdxima actividad de la
nitrogenasa del cultivo menos aereado fue 4 veces menor que la maxima actividad de la
nitrogenasa registrada en el cultivo més aereado (Fig. 1C). Por lo tanto, pensamos que la
segunda fase de crecimiento fue dependicnte de la actividad diazotrélica de los cultivos.

Se sabe que la utilizacién de la glucosa por A. diazotrophicus conduce a la
acidificacién del medio de cultivo, debido a la produccién y acumulacién de 4cido
glucomnico (13). En este trabajo se determiné que el incremento de la aereacion favorecio el
crecimicnto de A. diazotrophicus y con ello, la acidificacion del medio de cultivo (Fig. 1D).
La acidificacion fue determinada midiendo directamente el pH del medio de cultivo. Asi,
los cultivos mds aercados registraron mayor acidificacion (en la condicion de 4.0 L de aire
min™', ¢l pH al finalizar ¢l crecimicnto fue de 3.8). En los cultivos menos aereados, la
acidificacion fue menor y por cllo el pH del medio de cultivo no cambid considerablemente
(en la condicion de 0.5 L de aire min™ ¢l pH final fuc de 5.3). Lo anterior sugirié que en los

cultivos mds acreados se llevé a cabo una intensa oxidacidn de la glucosa para producir
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dcido glucénico, el cual se acumula en el medio de cultivo. Se ha reportado que este
proceso es llevado a cabo por una glucosa deshidrogenasa ligada a la membrana (7). En la
Fig. 1F se indica que, después de las 10 h de crecimiento, la concentracién de oxigeno
disuelto en todos los cultivos fue llevado a niveles no detectables por el electrodo de
oxfgeno. Lo anterior nos llevé a proponer que: i). Las altas demandas de oxigeno
registradas en los cultivos (Fig. 1B} deben ser las responsables de abalir la concentracién
de oxigeno disuelto en el medio de cultivo. ii). La actividad de la nitrogenasa solo se
expresa cuando el oxigeno es llevado a niveles tan bajos que permitan su funcitn, en la
mayoria de los culiivos eso ocurre después de las 10 h de crecimiento (Fig. 1, panel Cy F).
iii). La actividad de la nitrogenasa se pone de manifiesto una vez que el amonio se agota en
el medio de cultivo (Fig. 1E).

Para efectos de comparacidn, se realizé el cultivo de A. diazorrophicus bajo
condiciones de alta aereacién (4.0 L de aire min') en presencia de 40 mM de (NH4),SO4.
La alta aereacién y el exceso de amonio tuvieron un fuerte efecto sobre las propiedades de
crecimiento de A. diazotrophicus. La absorbancia fue 4 veces mayor (Ab sepom = 8.0) que la
absorbancia alcanzada en los cultivos limitados de amonio (Fig. 1A, circnlos llenos). La
cinética de crecimiento y la demanda de oxigeno presentaron una sola fase, a diferencia de
los cultivos limitados de amonio donde se encontraron dos (Fig. 1, panel A y B). Las
demandas de oxigeno de este cultivo fueron muy parecidas a las registradas en el cultivo
limitado de amonio con la m4s alta aereacién. Lo mds notable fue que no se detecté
actividad de nitrogenasa durante cl crecimiento (Fig. 1C, circulos llenos}, indicando que el
amonio reprimié la actividad de la nitrogenasa y que A. diazotrophicus lo utilizé como
tnica fuente de nitrégeno. Después de 25 h de crecimiento, la concentracién de amonio en
el medio de cultivo decay6 a .25 mM y asi se mantuvo hasta las 60 h (Fig. 1E, circulos
llenos). La curva de oxigeno disuelto (Fig. 1F) mostr6é una cinética muy parecida a la del
amonio residual; el oxigeno disuclio disminuyé hasta en un 90 % (25 nmol O ml"), pero
no llegd a niveles no detectables (como ocurrié en los cultivos limitados de amonio). Lo
anterior hizo suponer que las células crecidas en exceso de amonio debfan poseer tasas
respiratorias mas bhajas que las células crecidas bajo condiciones limitadas de amonio.
Como la respiracion estd ligada a la oxidacion de la glucosa se esperaba baja acidificaciéon

del medio de cultivo. Sin embargo. la acidificacion fue mayor que la registrada ca las



células limitadas de amonio; el pH al final del crecimiento fue de 3.5 {Fig. 1D).
Proponemos que la acidificacion alcanzada se debi6 a que el cultivo desarrolld mayor masa
celular. Hay que recordar que la densidad 6ptica de este cultivo fue 4 veces mayor que la
densidad 6ptica alcanzada cn los cultivos limitados de amonio (Fig. 1A). Por ello la

respiracién acumulada debi6 favorecer la acidificacion del medio de cultivo.

6.1.1 El impacto del incremento de la aereacibn sobre la actividad diazotrofica de

Acetobacter diazotrophicus.

Los resultados anteriores permitieron conocer el efecto de la aereacion
incrementada sobre las propiedades de crecimiento y en especial, sobre la actividad
diazotréfica de A. diazotrophicus. Las condiciones de aereacién fueron generadas pasando
diferentes volimenes dc aire al fermentador. Sin embargo, ese procedimiento no
proporcioné informaci6n sobre las cantidades de oxigeno disponibles (oxigeno disuelto) en
cada condicién de cultivo probada. Para conocer tanto los niveles de oxigeno disuelto como
el impacto real del incremento de la aereacién sobre la expresién de la nitrogenasa, se
determinaron los coeficientes de transferencia de oxigeno (Xpa) para cada condicién de
aereacién. Los valores de Kia estén directamente relacionados con la velocidad de
transferencia de oxfgeno de la fase gaseosa a la fase liquida (19). El procedimiento para la
determinacién de los valores de Kia fue detallado en la seccién de Materiales y Métodos.
En la Tabla 1 se indican los valores de Kja correspondientes a cada condicion de aereacién
ensayada. Para determinar ¢l impacto del incremento de la aereacién sobre la expresion de
la nitrogenasa, se construy$ un erdfico en el que se relacionaron los valores maximos de
actividad de la nitrogenasa versus los coeficientes de transferencia de oxigeno (K;a) para
cada condicién de acreacion. Los resultados indicaron que la actividad de la nitrogenasa s¢
incrementé en forma directa a los valores de Kia. La actividad diazotréfica de A.
diazotrophicus s favorccida por los més altos niveles de aercacion. al menos en el

intervalo de concentraciones de oxigeno probadas (de 25 a 148 mmoles de Oz 1. de medio™

h'y (Fig. 2).



Tabla 1. Valores de K.a calculados a partir de ias velocidades de aereacion utilizadas en el
biofermentador Applikon con 1 L de medio de cultivo. La determinacién fue realizada empleando el

electrodo de Clark.

Velocidad de aereacion
(L de aire min™

KLa
(mmol O, L1 ht)

0.5 25
1.0 44
1.5 76
2.5 97
3.5 128
4.0 148

40
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Lo anterior sugirié que el aporte de oxigeno al medio de cultivo constituye el paso limitante

para el crecimiento dependiente de la fijacion de nitrégeno.

6.2 Composicién citocrémica del sistema respiratorio de A. diazotrophicus crecido bajo

condiciones de alta aereacion.

Conocido el efecto de la aereacién sobre el crecimiento y la actividad diazotréfica
de A. diazotrophicus, se procedié a determinar los componentes citocrdmicos presentes en
el sistema respiratorio de A. diazotrophicus crecido bajo la condicién de mds alta acreacion.
Para ello, se realizaron cultivos de A. diazotrophicus en un fermentador de 60 L. Se emple6
el medio de cultivo LGIP limitado de amonio y se ajustaron las condiciones para mantener
una aereacién de 4.0 L de ajre min™'. Para efectos de comparacion se realizd otro cultivo
conteniendo un exceso de amonio (40 mM) bajo las mismas condiciones de aereacion. Las
células fueron cosechadas y se rompieron empleando perlas de vidrio en un Bead-Beater
(Materiales 'y Métodos). Las membranas citopldsmicas fueron recuperadas por
ultracentrifugacién y los componentes citocrémicos fueron determinados en las membranas
mediante espectros diferenciales reducido menos oxidado a 77 K.

Los espectros diferenciales reducido menos oxidado indicaron diferencias
importantes en el contenido de citocromos en las membranas obtenidas de células crecidas
con limitacién de amonio, comparado con membranas obtenidas de células crecidas con
exceso de amonio (Fig. 3). Las células crecidas con limitacién de amonio (Fig. 3A)
mostraron la presencia de citocromos de tipo b (picos a 430, 530 y 560 nm), ¢ (hombros a
520 y 550 nm) y a, (hombro a 440 nm y una débil sefial alrededor de 600 nm). Las
membranas {ucron reducidas con difercntes donadores de electrones como ditionita, NADH
y ¢lucosa. En cada caso se alcanzaron diferentes niveles de reduccin pero en todos los
casos el perfil citocrémico fue el mismo. Los espectros diferenciales con monéxido de
carbono (C(Y) revelaron la presencia de un citocromo a, reactivo con CO (picos a 422 y 589
nm y valles a 440 y 610 nm) (Fig. 3B). A cste citocromo se le atribuy6 la actividad de
oxidasa terminal. La identidad de la oxidasa terminal a fue confirmada por las senales

espectrales obtenidas al realizar el espectro de fotodisociacidn del complejo con CO (picos



426

Longitud de onda (nm)

Fig. 3 Espectros diferenciales a baja temperatura (77 K) de las membranas de A diazotrophicus crecido bajo
condiciones aercbicas en el medio LGIP contenisndo 1 mM (A - C) y 40 mM (D - F) de (NH4):SOs. Ay D
cortresponden a los espectros diferenciales reducido menos oxidado; las membranas fueron reducidas con
ditionita (a), NADH (b) y glucosa (c) y oxdadas con persulfato de amonio. By E corresponden a los espectros
diferenciales reducido + CO menos reducido: las membranas fueron reducidas con ditionita, luego la celda de
muestra fue burbujeada con mondxide de carbono (CO). Cy F corresponden a los espectros diferenciales
reducido « KGN menos oxidado; las membranas fusron reducidas con diionila en presencia de 1 mM de KCN
y oxdadas con persulfato de amonio Todos los ensayos fueron realkzados empleando 2.5 mg de proteina
membranal m! |, Las células fueron cosechadas al inicio de la fase estacionana donde aicanzaron una Absag am
de 2.5 {crecidas en 1 mM de amonio) y de 6 a 8 (crecidas en 40 mM de amonio)
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a 441 y 608 nm, valles a 426 y 589 nm) (Fig. 4A). El hombro a 415 nm y el valle a 562 nm
observados en los espectros diferenciales con monéxido de carbono sugirieron la presencia
de un citocromo de tipo o reactivo con CO. Su existencia fue descartada ya que no s¢
detectaron grupos hemo de tipo O al realizar el andlisis cromatogrdfico por HPLC (ver
mds adelante). Por otro lado, la reaccién del cianuro (KCN) con la preparacién reducida,
produjo la intensificacién de la sefial a 589 nm (Fig. 3C). Este efecto hipercrémico del
KCN en el espectro reducido, ha sido considerado como un criterio para la identificacién de
la citocromo oxidasa de tipo ba (también conocida como citocromo ay) (25,65,67,69). El
andlisis de citocromos de las células crecidas con exceso de amonio (40 mM) mostré un
panorama diferente (Fig. 3, panel D, E y F). Los espectros diferenciales reducido menos
oxidado a 77 K de las células crecidas con exceso de amonio (Fig. 3D} indicaron maximos
a 426, 528 y 558 nm correspondientes a los citocromos de tipo b; las sefiales para el
citocromo ¢ a 418, 520 y 550 nm fueron dificilmente detectables. Sin embargo, los cambios
més dramdticos estuvieron directamente relacionados con las oxidasas terminales. El
espectro diferencial con CO (Fig. 3E) y el espectro de fotodisociacién (Fig. 4B) pusieron
de manifiesto Ja presencia de dos oxidasas terminales, la oxidasa a; y la oxidasa de tipo bd.
El valle a 620 nm y el pico a 636 nm indicaron la presencia del complejo citocrémico bd -
CO (Fig. 3E). Se debe recordar que en las membranas de las células crecidas con limitacion
de amonio la oxidasa terminal predominante fue la oxidasa a;, en cambio en las células
crecidas en exceso de amonio Ja oxidasa predominante fue de tipo bd (pico a 626 nm) (Fig.
3D); el cilocromo a; también estuvo presente en este tipo de membranas pero sus niveles de
reducceién fueron muy bajos. La reaccién del KCN con la preparacion reducida puso de
manifiesto a la oxidasa terminal a, (débil sefial a 589 nm para el complejo citocromo a -

KCN), aunque la oxidasa terminal predominate fue la citocromo oxidasa bd (Fig. 3F).

6.3 Contenido citocrémico del sistema respiratorio de A. diazotrophicus bajo condiciones

de alta acreacion.

Con ¢l prop6sito de conocer las relaciones estequiomdétricas de los citocromos
presentes en el sistema respiratorio de A diazorrophicus crecido bajo cendiciones de alta

acreacion  (limitado  de amonio o con exceso  de amonio), se¢  determinaron  las
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Fig. 4 Espectros de fotodisociacion a baja temperatura (77 K) de las membranas de A.
diazotrophicus crecido bajo condiciones aerdbicas en el medio LGIP conteniendo 1 mM (A) y 40
mM (B) de (NH4),SQ. Los complejos Cit Fe*' - CO fueron fotolizados con 3 pulsos de luz blanca a
intervalos de 2 s. Las membranas fueron reducidas con ditionita y se emptearon 5 mg de proteina
mermbranal mi™
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concentraciones de Ios citocromos. Para ello, se realizaron espectros diferenciales a
temperatura ambiente y las concentraciones de los citocromos fueron calculadas a partir de
los coeficientes de extincién milimolar (c.e.m.) correspondientes (Materiales y Métodos).
Las oxidasas terminales a; y bd fueron cuantificadas a partir de sus complejos con CO (65).
Los resultados indican (Tabla 2) que las células crecidas bajo limitacién de amonio
presentaron los mds altos contenidos citocrdmicos; en ambos tipos de células el
componente citocrémico predominante fue el cilocromo b. En las c€lulas crecidas bajo
limitacién de amonio el contenido de citocromo b fue de 0.25 nmoles mg de protefna™,
mientras que en las células crecidas con exceso de amonio fue de 0.17 nmoles mg de
protefna”. Le siguen los contenidos citocrémicos correspondientes a las oxidasas
terminales (a, v bd) (0.16 nmoles mg de protefna™) y luego Jos contenidos de citocromo c.
En las células crecidas bajo limitacién de amonio no se detectd la presencia de la citocromo
oxidasa bd; la oxidasa terminal predominate fue el citocromo a;. La citocromo oxidasa bd
s6lo fue detectada en las células crecidas con exceso de amonio. Al parecer la expresion de
este citocromo s6lo es regulada por la presencia de amonio en exceso en el medio de
cultivo. El aporte de oxigeno no tiene ninguna influencia sobre la expresion de esta oxidasa.
Lo anterior se comprobé creciendo A. diazotrophicus COn exceso de amonio (40 mM) bajo
condiciones microaerofflicas (datos no mostrados). Los resultados indicaron la presencia de
la citocromo oxidasa bd. Por 1o tanio, se propuso que el amonio en exceso es responsable
de la expresion de la oxidasa terminal bd.

En bacterias acéticas, se ha reportado que algunas deshidrogenasas como la
alcohol deshidrogenasa (A-DH) y la aldehfdo deshidrogenasa (AL-DHj) contienen
asociados citocromos de tipo ¢ (66). Al parecer A. diazotrophicus no ¢s la excepeion. De
esta forma, si ta cantidad de citocromos ¢ en las células crecidas bajo imitacién de amonio
fue dos veces mayor que en las células crecidas con exceso de amonio (Tabla 2), se
esperaria que las actividades de oxidasa y deshidrogenasa para ctanol y acctaldehido fucran
superiores en las células crecidas bajo limitacion de amonio. Esto ¢s 1o que ocurri¢ (ver

mas adelante).
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Células crecidas con:

Limitacién de amonio Exceso de amonio
(1 mM) (40 mM)
Citocromo Contenido (nmol mg protefna™)
Citocromo ¢ 0.12 0.06
Citocromo b 0.25 0.17
Citocromo a;-CO 0.16 0.01
Citocromo 4-CO n.d. 0.16

Tabla 2. Efecto de la concentracion del amonio sobre la composicion de los citocromos asociados
a las membranas de A. diazotrophicus crecido aerébicamente. Los cultivos fueron llevados a cabo
a 30 °C en un biofermentador de 60 L empleando el medio LGIP suplementado con 1 6 40 mM de
(NH.)2SQ4. Los cultivos fueron realizados bajo las condiciones mas alias de aereacion (Ka = 148
mmol Oz L' h™"). Las células fueron cosechadas en la fase estacionaria temprana: Ab seo om = 2.5
(cultivos limitados de amonio) ¥ 6 a 8 (con exceso de amonio).

n.d. - No detectado.



6.3.1 Elgrupo hemo O no estd presente en el sistema respiratorio de A. diazotrophicus.

El espectro diferencial con CO de las células crecidas bajo limitacién de amonio
sugirié la presencia del citocromo o en el sistema respiratorio de A. diazotrophicus. Para
comprobar la presencia de este citocromo y para confirmar la identidad de los citocromos
presentados anteriormente, se realizé la extraccién con acetona 4cida de los grupos hemo
no covalentes, tanto de las membranas obtenidas de células crecidas bajo limitacién de
amonio como de células obtenidas con exceso de amonio. Los grupos hemo fueron
separados e identificados por cromatografa HPLC de fase reversa. Los perfiles
cromatogrificos se muestran en la Fig. 5. Las membranas obtenidas de células crecidas en
limitacién de amonio s6lo presentaron dos componentes hémicos, el hemo B y el hemo A
(Fig. 5A). Los tiempos de retencién de los grupos hemo B y A fueron 28.5 y 31.4 min,
respectivamente. EI grupo hemo B fue el componente predominante; la proporcion de hemo
B fue 4 veces mayor que el hemo A. Estos grupos hemo deben formar parte de la oxidasa
terminal ¢, compuesta de los citocromos b y a (25,65,71). En este tipo de células y en
concordancia con los especiros de fotodisociacion (Fig. 4) no se deteci6 la presencia del
hemo O (Fig. 3B). De esta manera se descartd la presencia del citocromo o en el sistema
respiratorio de A. diazotrophicus. 1.as membranas obtenidas de células crecidas con exceso
de amonio mostraron un perfil de grupos hemos similar al de las células crecidas bajo
limitacion de amonio. Las membranas mostraron un solo componente correspondiente al
grupo hemo B cuyo tiempo de retencién fue de 28.5 min. El grupo hemo A (tiempo de
retencion = 31.4 min) s6lo fue detectado en cantidades traza (Fig. 5B). No se detect) la
presencia del grupo hemo O. El grupo hemo D no se pudo detectar por esta técnica. Su
presencia [ue confirmada mediante los espectros de hemocromo-piridina realizados en la
fraccién recuperada después de la separacidn cromatografica por HPLC (datos no

mostrados).

6.4 Las actividades respiratorias de A. diazotrophicus bajo condiciones de alla aereacion.
En los cultivos limitados de amonio, s¢ encontrd que la alta acreacion tuvo un [uverte
electo positivo sobre las propicdades de crecimiento de A, diazotrophicus. A pesar de la

alta acreacion, los cultivos registraron Jos mds altos niveles de actividad de fa nitrogenasa.
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Fig. 5 Separacidn cromatografica por HPLC de fase reversa de los grupos hemo de A
diazotrophicus crecido aerdbicamente. A. Cromatograma de los grupos hemo unidos a las
membranas de A. diazZotrophicus crecido en medio LGIP conteniendo 1 mM de (NH4).SO.. B.
Cromatograma de los grupos hemo de A. diazotrophicus crecido en medio LGIP conteniendo 40
MM de (NH4),SO.. Los tiempos de retencion para los grupos hemo de A. diazotrophicus fueron:
hemo B, 28.5 min; hemo A, 31.4 min y hemo O, 34 min. E! sistema fue calibrado usando los
siguientes estandares: hemos B y O extraidos de membranas de £, cof, hemos B y A extraidos de
particulas submitocondriales de corazon bovino y protohemo 1X obtenido de Sigma Co
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Lo aaterior hizo suponer que la bacteria debfa contar con un mecanismo que permitiera
proteger a la nitrogenasa del dafio por oxigeno. La alta demanda de oxigeno registrada en
los cultivos mds aereados permitié plantear que las actividades respiratorias deben ser las
responsables de abatir el oxigeno presente en el medio de cultivo para que Ia nitrogenasa
pueda realizar su funcién. Para probar lo anterior y para conocer las enzimas que
constituyen al sistema respiratorio, se determinaron las actividades respiratorias (oxidasas y
deshidrogenasas) de A. diazotrophicus. Esto se hizo en las membranas de las células
crecidas aerébicamente bajo condiciones de limitacién de amonio como con exceso de
amonio. Las actividades de las oxidasas se midieron polarograficamente con el electrodo de
oxigeno (8,9,23,27). Las actividades de las deshidrogenasas se midieron
espectrofotomérricamente empleando ferricianuro de potasio como aceptor de electrones
(1,2,56,73).

Los resultados indicaron que las células crecidas bajo limitacién de amonio poseen
una amplia baterfa de deshidrogenasas muy activas, todas ellas son membranales y tienen Ia
capacidad de oxidar directamente sus sustratos (Tabla 3). Las actividades respiratorias
fueron divididas en tres bloques: i). Notablemente altas, con actividades de NADH vy
glucosa oxidasas tan altas como 2824 y 2085 natm O, min’ mg de proteina?,
respectivamente. La acetaldehido-oxidasa represent6 el 38% de la actividad mostrada con
NADH. ii). Actividades moderadas, con actividades de etanol, succinato, gluconato y
quinol (THQ) oxidasas, las cuales fueron cuantificadas entre 200 y 750 naim O, min™ mg
de protefna™. iii). La mezcla de ascorbato + TMPD fue pobremente utilizada (apenas un 5%
de la actividad mostrada con NADH). Las actividades de las deshidrogcnasas también
fueron altas, por ejemplo la NADH deshidrogenasa (NADH-DH) registro una actividad de
2563 nmol min” mg de proteina™, la glucosa deshidrogenasa (G-DH) de 2180 nmol min™
mg de protcfna”’ y la aldehido deshidrogenasa (AL-DH) de 1082 nmol min™ mg de
proteina™. Lo anterior sugiri6 que estas enzimas deben alimentar a la cadena transportadora
de clectrones mantenicndo altas tasas respiratorias. Las actividades respiratorias de las
células crecidas en exceso de amonio fueron mds bajas que las actividades respiratorias de
las células limitadas de amonio (Tabla 3). El caso mds dramatico fue ¢l de la glucosa
oxidasa, Ja coal mostrd una actividad 3.5 veces menor que la registrada en Jas células

limitadas de amonio (Tabla 3). Las actividades de deshidrogenasa también se encontraron
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Células crecidas con:

Limitacién de amonio

Exceso de amonio

Actividades de: Actividades de: Relacién
Sustrato (a) (b) a/b
Oxidasa Deshidrogenasa  Oxidasa Deshidrogenasa
Glucosa 2085 2180 379 319 5.5
NADH 2824 2563 1293 1693 2.2
Acetaldehido 1082 1633 364 130 2.9
Gluconato 314 127 91 34 3.4
Etanol 235 826 141 84 1.6
Succinato 235 680 172 209 1.3
Asc + THQ 750 363 --- 2.0
Asc + TMPD 141 - 108 --- 1.3

Tabla 3. El efecto del amonio sobre las actividades respiratorias asociadas con las membranas de

A. diazotrophicus crecido aerdbicamente.

Las actividades de oxidasa fueron medidas

polarograficamente con un electrodo de Clark y fueron reportadas en natm de O, consumido min
mg', mientras que las actividades de deshidrogenasa (nmol min” mg") fueron medidas
espectrofotométricamenite usando ferricianuro de potasio como aceptor de electrones. Las
actividades de oxidasa y deshidrogenasa fueron determinadas a los valores de pH dptimo: las
actividades para glucosa, etancl y acetaldehido oxidasas fueron medidas a pH 6.0, mientras que
NADH, succinato y Asc+TMPD oxidasas fueron medidas a pH 7.4. La actividad con Asc+THQ fue
determinada a pH 6.0 para disminuir la oxidacién quimica de la preparacion.
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disminuidas. Todas las actividades de oxidasas y deshidrogenasas fueron medidas al valor
del pH 6ptimo: las actividades de glucosa, acetaldehido, etanol y gluconato oxidasas fueron
determinadas a pH 6.0, mientras que las actividades de NADH vy succinato oxidasas fueron
determinadas a pH 7.4. Por otro lado, el tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD) y el
tetraclorohidroquinol (THQ) se consideran como donadores artificiales de elecirones de las
oxidasas terminales. El TMPD puede donar electrones al citocromo ¢ soluble mitocrondrial
v bacteriano, o bien a las oxidasas terminales consideradas como citocromo ¢ oxidasas (65).
El THQ dona electrones directamente a la oxidasa terminal de los sistemas tipo quinol
oxidasas (79). En nuestro estudio, el THQ fue oxidado en ambos tipos de membranas, en
cambio el TMPD fue oxidado pobremente (Tabla 3). Puesto que la actividad ascorbato +
THQ oxidasa fue 5 veces mayor que la actividad ascorbato + TMPD oxidasa, se sugirié que
las oxidasas terminales presentes en las membranas de A. diazotrophicus son quinol

oxidasas y no citocromo ¢ oxidasas.
6.5 Inhibicién con cianuro de potasio.

Las oxidasas terminales, tanto de las células crecidas bajo condiciones de
limitacién de amonio, como de las células crecidas con exceso de amonio, fueron
caracterizadas por su inhibicién con KCN en membranas de A. diazotrophicus. El KCN es
un inhibidor de las oxidasas terminales (59,91,100). De esta forma las actividades de
¢lucosa, NADH vy acetaldehido oxidasas fueron tituladas con KCN (Fig. 6). Las
membranas obtenidas bajo condiciones de limitacion de amonio mostraron claramente la
presencia de dos componentes cinéticos, uno altamente sensible al KCN y otro resisiente
(Fig. 6A). En todos los casos probados, las cinéiicas de inhibicidn presentaron un
comportamiento bifdsico y cerca del 50 % de las actividades de oxidasa fueron inhibidas a
bajas concentraciones del inhibidor (100 pM). El segundo componente fue resistente hasta
una concentracion de 2.5 mM de KCN. La resistencia al KCN fue significativamente
disminuida cvando las membranas fucron lavadas con Triton X-100 a bajas
concentraciones (0.2 %) (Fig. 6A, linca oscura). En este Glimo caso, las membranas
Javadas con Tritdn X- 100 mostraron un sistema complelamente activo de glucosa oxidasa,

el cual fue considerablemente mds sensible al inhibidor, asi la actividad de glucosa oxidasa
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Fig. 6 Inhibicion con KCN de las actividades respiratcrias de oxidasa de A. diazofrophicus crecido
aercbicamente en el medio LGIP suplementado con 1 mM (A) 0 40 mM (B) de (NH.)»S04. Las
actividades de NADH oxidasa (O), glucosa oxidasa (&) y acetaldehido oxidasa ([J) fueron
tituladas con KCN. Después de que las membranas fueron lavadas con Tritén X-100 al 0.2 % la
actividad de la glucosa oxidasa fue titulada con KCN (&). Las actividades de oxidasa fueron
medidas polarograficamente con un electrodo de Clark. Cada ensayo fue realizado empleando 0.1

mg de proteina membranal.



fue inhibida en un 75 % en presencia de 100 pM de KCN (Fig. 6A). Después del
tratamiento con Tritén X-100, las membranas perdieron un 40 % de su actividad NADH
oxidasa, mientras que las actividades de etanol y acetaldehido oxidasas se perdieron
totalmente (Tabla 4). Las membranas obtenidas a partir de las células crecidas con exceso
de amonio mostraron la presencia de un solo componente cinético, el cual fue resistente al
KCN (Fig. 6B). En este caso, las actividades de oxidasa ensayadas mantuvieron méds del
80 % de su actividad con 100 uM del inhibidor y mds del 45 % de la actividad de oxidasa
sobrevivi a 1a presencia de 1 mM de KCN. El tratamiento de las membranas con Tritén X-
100 al 0.2 % no modificé considerablemente la curva de titulacién con KCN (Fig. 6B), lo
cual fue contrario a lo encontrado en [as membranas obtenidas bajo limitacién de amonio,
donde el Tritén X-100 eliminé la resistencia al KCN. Los resultados anteriores sugirieron la

presencia de un componente resistente al KCN.

6.6  Los citocromos de tipo c.

6.6.1 El andlisis espectral de las fracciones solubilizadas con Tritén X-100 al 0.2 %.

La actividad de glucosa oxidasa, medida en las membranas de células crecidas bajo
condiciones de limitacién de amonio, aumenté notablemente su sensibilidad al KCN
cuando las membranas fueron tratadas con Tritén X-100 (Fig. 6A). Es claro que el
tratamiento liberé de las membranas algin componente involucrado en la resistencia al
inhibidor. Se sospeché que el componente involucrado en la resistencia era un citocromo.
Con Ia finalidad de conocer la identidad del componente citocrémico solubilizado por el
Tritén X-100 se hicieron espectros diferenciales reducido menos oxidado, tanto de la
fraccion solubilizada como de las membranas lavadas con ¢l detergente (Fig. 7A). Los
resultados indicaron que el Tritén X-100 removié sciectivamente de la membrana la
mayorfa de los citocromos de tipo ¢ (picos a 414, 521 y 551 nm) (Fig. 7A, trazo c}, los
cuales fucron detectados en la fraccién solubilizada. Los citocromos de tipo b y a; no
fucron removidos de las membranas, tales citocromos fueron detectados en las membranas
lavadas con ¢l detergente (Fig. 7A, trazo b). Los picos a 427, 528 y 563 nm fucron

indicativos de la presencia del citocromo b, micntras gque ¢l hombro a 440 nm y ¢l pico a
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Fig. 7 Espectros diferenciales de baja temperatura (77 K) de las preparaciones obtenidas al
extraer las membranas de A. diazotrophicus crecido aerébicamente con Triton X-100 al 0.2 %.

A. Espectros diferenciales reducido menos oxidado de las preparaciones obtenidas a partir de las
membranas de A. diazotrophicus crecido en 1 mM de (NH4).SO.4. B. Espectros diferenciales
reducido menos oxidado de las preparaciones obtenidas a partir de las membranas de A
diazotrophicus crecido en 40 mM de (NH.),SO.. Las membranas integras (a), las membranas
después de la extraccion con Triton X-100 al 0.2 % (b) y el solubilizado recuperado después de la
extraccion con Triton X-100 al 0.2 % {¢) fueron reducidos con ditionita y oxidados con persulfato de
amonio. Los contenidos de proteina en los espectros a, b y ¢ fueron: 5.0, 4.0y 1.0 mg ml™
respectivamente.
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589 nm (intensificado con KCN) fueron indicatives de la presencia del citocromo a; (Fig.
7A, trazo b). Para efectos de comparacién fueron realizados los espectros diferenciales
reducido menos oxidado de las membranas que no recibieron ningin tratamiento (Fig. 7A,
trazo a). En ellos podemos distinguir claramente la presencia de los citocromos b (picos a
427, 528, 556 nm y hombro a 563 nm), ¢ (pico a 521 nm y un débil hombro a 551 nm) y a1
(hombro a 440 nm y pico a 589 nm) (Fig. 7A, trazo a). Las membranas de las c¢€lulas
crecidas con exceso de amonio también fueron solubilizadas con Tritén X-100 al 0.2 %.
Los resultados son indicados en la Fig. 7B. Los citocromos de tipo ¢ (picos a 418, 522 y
552 nm) fueron liberados de las membranas por el Tritén X-100 y se detectaron en la
fraccién solubilizada (Fig. 7B, trazo c¢), mientras que los citocromos de tipo b y d fueron
detectados en las membranas lavadas con el detergente (Fig. 7B, traze b); el citocromo a;
1ambién fue detectado en las membranas. Para efectos de comparacidn fueron realizados los
espectros diferenciales reducido menos oxidado de las membranas que no recibieron
ningin tratamiento (Fig. 7B, trazo a). Los espectros diferenciales mostraron la presencia
de los citocromos b {picos a 426, 528 y 558 nm), ¢ (hombros a 418 y 520 nm} y 4 (pico a

625 nm); el citocromo a; mostré débil seiial a 589 nm (Fig. 7B, trazo a).

6.6.2 El analisis electroforético en PAGE - SDS de las fracciones solubilizadas con Tritén
X-100a10.2 %.

Los experimentos anteriores demostraron que los citocromos de tipo ¢ fueron
solubilizados {en ambos tipos dc membranas) por el Tritén X-100 a bajas concentraciones
(0.2 %). Con la finalidad de caracterizar esos citocromos s¢ realizd la separacion
electroforética por PAGE-SDS de las {racciones solubilizadas, de las membranas lavadas
con ¢l detergente y de las membranas intaclas (que no recibieron ningun tratamiento) (Fig.
8). Los citocromos de tipo ¢ fueron identificados por su actividad de peroxidasa (95). Los
resultados indicaron que las membranas de las células crecidas bajo condiciones de
limitacién de amonio fueron ricas en citocromos de tipo ¢ (Fig. 8A, carriles a; y az); es1os
citocromos resultaron novedosos y poco COMunes, ya que presentaron pesos moleculares
clevados. Su masa relativa (Mr) fue: 67, 56, 52 y 45 kDa. El tratamicnto con Triton X- 10

removié de las membranas la mayorfa de los citocromos de tipo ¢ y fucron detectados en - la
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9.8 PAGE-SDS de los citocromos de tipo ¢ asociados con las membranas de A. diazotrophicus crecido
rébicamente. A. Citocromos ¢ asociados con las membranas de A. diazotrophicus crecido en medio LGIP
nteniendo 1 mM de (NH4)2S0s. B. Citocromos c asociados con las membranas de A. diazotrophicus crecido
 medio LGIP conteniendo 40 mM de (NH.)>SO.. Las proteinas que contienen al grupo hemo C en las
embranas [ntegras (carriles a; y ag), en las membranas después de la extraccién con Triton X-100 al 0.2 %
arril by y en el solubilizado recuperado después de la extraccién con Triton X-100 al 0.2 % (carril ¢}, fueron
tectadas por su actividad de peroxidasa. En el panel A los contenidos de proteina fueron: 80 pg (catril as),
0 ug (carril az), 940 pg (carril b) y 1000 pg (carril ¢). En el panel B los contenidos de proteina fueron: 500 pg
artil @i} y 1000 pg (carriles az, by ¢).



fraccién solubilizada; los citocromos detectados fueron de 67, 56 y 45 kDa (Fig. 8A, carril
¢). Al parecer el citocromo ¢ de 52 kDa se mantuvo unido a las membranas después del
tratamiento con Tritén X-100 (Fig. 8A, carril b). Las membranas de las células crecidas
con exceso de amonio también presentaron citocromos de tipo ¢ de alto peso molecular,
pero la intensidad de las bandas sugirié que la cantidad de estos citocromos es muy baja en
comparacion a lo detectado en las células crecidas bajo condiciones de limitacion de
amonio (Fig. 8B). El componente de 45 kDa fue el mds abundante y fue detectado tanto en
las membranas intactas como en la fraccién solubilizada por el Tritén X-100 (Fig. 8B,
carriles ay, a2 ¥ ¢). Otros componentes detectados en estas membranas correspondieron a
los citocromos de 67 y 56 kDa. Se debe notar que en estas membranas la banda del
citocromo ¢ de 52 kDa no fue detectada (Fig. 8B, carriles a;, a; y ¢). El tratamiento con
Tritén X-100 al 0.2 % fue suficiente para remover de las membranas todos los citocromos
de tipo ¢, los cuales fueron detectados en la fraccién solubilizada (Fig. 8B, carril b).

Los resultados obtenidos en ambos tipos de membranas indicaron que los
citocromos ¢ encontrados en A. diazotrophicus son de alto peso molecular (45 — 67 kDa).
En ninguno de los casos fueron encontrados citocromos ¢ de bajo peso molecular, como el
citocromo ¢; del complejo ber y el citocromo ¢ soluble mitocondrial. Se propuse que A.

diazotrophicus no posee al complejo be; como parte de su sistema respiratorio.

Los resultados presentados hasta este momento, cristalizaron en la elaboracion de
un manuscrito que fue publicado en una revista de prestigio internacional. La cita publicada
fue la siguiente: Flores-Encarnacion, M., Contreras-Zentella, M., Soto-Urzda, L., Aguilar,
G. A., Baca, B. E., and J. E. Escamilla. 1999. The respiratory system and diazotrophic
activity of Acetobacter diazotrophicus PALS. J. Bacteriol. 181: 6987-6995. Por otro lado,
los resultados que a continuacién se muestran fueron obtenidos en las membranas de A.

diazotrophicus creciendo bajo condiciones de limitacion de amonio.

6.7 El mixotazol y la Antimicina A inhiben las actividades de oxidasa.

Los datos anteriores apuntaron a que A. diazotrophicus no posee al complejo bey,

sin embargo los estudios de inhibicién con mixotiazol y Antimicina A de las actividades de
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oxidasa indicaron lo contrario (Fig. 9A). Se ha reportado que el mixotiazol y la Antimicina-
A son inhibidores especificos del complejo be; (91,99), por ello se prob6 su efecto sobre las
actividades de oxidasa. Los resultados indicaron que estos inhibidores causaron la
disminucién de las actividades de glucosa, etanol, acetaldehido y NADH oxidasas. El
efecto més notable se registré con la actividad de glucosa oxidasa, la cual fue fuertemente
jnhibida por el mixotiazol: a actividad disminuy6 en un 95 % con 10 pM de mixotiazol
(Fig. 9A). Al parecer el efecto inhibitorio del mixotiazol fue altamente especifico. Por otro
lado, las actividades de etanol oxidasa, acetaldehido oxidasa y NADH oxidasa fueron
inhibidas con mayores concentraciones de mixotiazol: las actividades de acetaldehido y
NADH oxidasas fueron inhibidas en un 75 % con 50 uM de mixotiazol. La Antimicina-A
también causé la disminucién de las actividades de glucosa, etanol, acetaldehido y NADH
oxidasas (Fig. 9B). La Antimicina-A inhibi6 las actividades de glucosa oxidasa, etanol
oxidasa y acetaldehido oxidasa. Estas actividades disminuyeron en un 90 % en presencia de
50 uM de Antimicina-A. La actividad NADH oxidasa fue inhibida en un 60 % en presencia
de 100 1 M de Antimicina-A,; ésta actividad fue la menos sensible de todas las actividades
de oxidasa. Los resultados anteriores apuntaron a que el complejo bc, debfa estar presente
en el sistema respiratorio de A. diazotrophicus. Sin embargo, los datos obtenidos mediante
el anglisis electroforético por PAGE-SDS de Jas membranas completas de A.
diazotrophicus (Fig. 8), las bajas actividades respiratorias registradas con TMPD (Tabla 3)
y la ausencia de actividad de citocromo ¢ reductasa (dato no mostrade), proporcionaron
evidencias de que A. diazotrophicus no cuenta con dicho complejo  citocrémico. Por lo
tanto, propusimos que el mixotiazol y la Antimicina-A deben reconocer e inhibir algin otro

componente del sistema respiratorio de A. diazotrophicus ajeno al complejo be;.
6.7.1 El mixotiazol y la Antimicina-A deben actuar en algin sitio anterior a la ubiquinona.
Con el prop6sito de conocer si el sitio de inhibicidn por mixotiazol y Antimicina-A

se localizaba entre la ubiquinona y la oxidasa terminal ¢y, 0 hién cn un sitio anterior a la

ubiquinona se disefiaron dos estralcgias de trabajo. En la primera estrategia. se¢ midié la
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Fig. 9 Inhibicién de las actividades respiratorias de oxidasa de A. diazotrophicus crecido
aerdbicamente en medio LGIP suplementado con 1 mM de (NH4):SQs. Las actividades de
oxidasa para glucosa (®), etanol (4), acetaldehido (¢} y NADH (M) fueron tituladas con
mixotiazol (A) y Antimicina-A (B). Las actividades de oxidasa fueron medidas
polarograficamente con un electrodo de Clark, empleando 0.1 mg de protefna membranal.
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actividad de quinol oxidasa (THQ oxidasa) en presencia de mixotiazol y Antimicina-A.
Este ensayo fue realizado en membranas integras. Como el tetrahidroquinol (THQ) es un
andlogo de las quinonas y funciona como donador artificial de electrones de las quinol
oxidasas (79), esta estrategia permitiria saber si el sitio de inhibicién se localizaba después
de la ubiquinona, antes de la oxidasa terminal. Los resultados mostraron que la actividad de
quinol oxidasa no fue inhibida por mixotiazol y tampoco por Antimicina-A, cuando se
emplearon las concentraciones (10 y 40 uM, respectivamente), que inhiben completamente
la actividad de la glucosa oxidasa (Fig. 10). La actividad quinol oxidasa fue parcialmente
afectada (disminuyé en un 25 %) en presencia de 25 pM de mixotiazol y 130 uM de
Antimicina-A. En ninguno de los casos se alcanzé el 90 % de inhibicién, registrada con la
actividad de glucosa oxidasa (Fig. 9). Los resultados anteriores llevaron a proponer que el
sitio de inhibici6én debia localizarse antes de la ubiquinona. En la segunda estrategia se
midieron las actividades de la glucosa deshidrogenasa (G-DH) y de la NADH
deshidrogenasa (NADH-DH) en presencia de mixotiazol y Antimicina-A. Esta estrategia
tuvo como finalidad determinar si el sitio de inhibicion se localizaba antes de la
ubiquinona. El ensayo fue realizado en membranas completas y se empled ferricianuro de
potasio como aceptor de electrones (1,2,56,73). Los resultados indicaron que la actividad de
la G-DH fue fuertemente inhibida por el mixotiazol y la Antimicina-A (Fig. 11); las curvas
de inhibici6én fueron muy similares a las obtenidas con la actividad de glucosa oxidasa (Fig.
9). Estos resultados proporcionaron evidencias de que el sitio de inhibicién debia
localizarse antes de la ubiguinona. Los resultados obtenidos con la actividad NADH-DH
fueron totalmente difercntes, ya que no se encontré efecto inhibitorio ni con mixotiazol ni
Antimicina-A (Fig. 11). Esto dlimo indic6 que el efecto inhibitorio observado con el
mixotiazol y la Antimicina-A presenta especificidad por la via de oxidacion de la glucosa,
lo que llevé a proponer que el posible sitio de accion de estos inhibidores debia localizarse
antes de la ubiquinona y muy probablemente en las proximidades de la G-DH. También se
midicron las actividades de la alcohol deshidrogenasa (A-DH) y de la aldehido
deshidrogenasa (AL-DH) cn presencia de mixotiazol (Fig. 11). El mixotiazol causé la
disminucion de las actividades de deshidrogenasa; la actividad A-DH disminuyé en un 80
% en presencia de 60 uM de mixotiazol. La actividad AL-DH fue menos sensible y sdlo

disminuyé ¢nun 55 % en presencia de 50 pM de mixotiazol. Esto mismo ocurrid en los
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Fig. 10 Inhibicién de la actividad de quinol oxidasa de A. diazotrophicus. La actividad de quinol
oxidasa (¥) fue titulada con mixotiazol (A) y Antimicina-A (B). Dicha actividad fue medida
polarograficamente con un electrodo de Clark y para ello se empled tetrahidroquinona (THQ)
como donador de electrones. Como referencia se muestra la curva de inhibicion de la actividad
de glucosa oxidasa en presencia de mixotiazol y Antimicina-A (®). Los ensayos se realizaron
empleando 0.1 mg de proteina membranal.
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Fig. 11 Inhibicién de las actividades respiratorias de deshidrogenasa de A. diazotrophicus crecido
en medio LGIP suplementado con 1 mM de (NH:).SO.. Las actividades de G-DH (@), A-DH (A),
AL-DH {#) y NADH-DH () fueron medidas en presencia de mixotiazol. Los ensayos se realizaron
en membranas completas y se emplearon 0.05 mg de protelna membranal. La oxidasa terminal
fue inhibida con 2 mM de KCN. Se empled ferricianuro de potasio como aceptor de electrones.
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ensayos realizados con Antimicina-A (datos no mostrados). Los resultados sugirieron que
el mixotiazol y la Antimicina-A inhibieron preferencialmente las actividades de las
deshidrogenasas periplasmdticas. Aunque el mixotiazol tiene accién inhibitoria sobre las 3
deshidrogenasas (Fig. 10) y sus correspondientes oxidasas (Fig. 11), lo hace con diferente
potencia y ésto sugiere que no hay un punto de inhibicién comiin para las 3 vias, sino sitios

equivalentes probablemente localizados en cada una de las deshidrogenasas.

6.8 La irradiaci6én con luz ultravioleta (U.V. 360 ) afecta algunas actividades de

deshidrogenasa en A. diazotrophicus.

Los resultados anteriores sugirieron que el sitio de inhibicién del mixotiazol y
Antimicina-A debfa localizarse antes de la ubiquinona. Para tener una mayor aproximacién
y para determinar si el sitio de inhibicién se localizaba en las proximidades de la
deshidrogenasa {(G-DH), fue necesario inactivar la ubiquinona. Para ello, las membranas de
A. diazotrophicus fueron irradiadas con luz ultravioleta de onda corta (U.V. 350 am)- Se ha
reportado que la irradiacién de las membranas con luz ultravioleta produce la
fotoinactivacién de la ubiquinona debido al rompimiento de anillos de la molécula (79).
Después del tratamiento con luz U.V. 160 pm fueron medidas las actividades de oxidasa. Los
resultados mostraron que las actividades de glucosa oxidasa, etanol oxidasa, acetaldehido
oxidasa, NADH oxidasa y succinato oxidasa disminuyeron considerablemente (Tabla 4).
Las actividades de glucosa oxidasa y NADH oxidasa disminuyeron hasta en un 80 %
después de que las membranas fueron irradiadas con luz U.V. 30 ym- LO mismo ocurri6
con las otras actividades de oxidasa. La Fig 12A muestra la disminucidn de las actividades
de glucosa oxidasa y NADH oxidasa en funcién del ticmpo de irradiacion; después de 2 h
de tratamiento las actividades de oxidasa disminuyeron considerablemente. Los resultados
anteriores permiticron confirmar la presencia de la ubiquinona en el sistema respiratorio de
A. diazorrophicus, ademds sugiricron que la ubiquinona ¢s un intermediario comun en el
transporte de electrones a las oxidasas terminales. También s¢ midieron las actividades de
deshidrogenasa de las membranas jrradijadas. Se esperaba que todas las actividades de
deshidrogenasa estuvieran inlactas y que no fueran afectadas por la luz UV, 360 wn, SI0

embargo no ocurrid asi. Sélo las actividades de NADH deshidrogenasa (NADH-DH) y
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(a) (b © (d)
Ningtin Irradiadas con Extraidas Lavadas con
Sustratos tratamiento Luz U.V. 350 m con Tritén X-100
n-pentano al 0.2 %
Actividades de oxidasas
(natm O, min” mg”l)
Glucosa 2600 55 2260 2080
NADH 2400 75 130 1380
Acetaldehido 1384 36 1140 (
Etanol 650 18 510 0
Succinato 270 0 0 200
Actividades de deshidrogenasas
(nmol min” mg™)
Glucosa 1800 35 1600 1440
NADH 1595 1115 1480 1500
Acetaldehido 1414 105 1209 0
Etanol 1097 48 724 0
Succinato 120 110 100 70

Tabla 4. Actividades respiratorias asociadas con las membranas de A. diazotrophicus crecido
aerdébicamente en medio LGIP suplementado con 1 mM de (NH4).SO.. Se midieron las actividades
de las oxidasas y deshidrogenasas en las membranas que no recibieron ningin tratamiento (a), en
las membranas después de que fueron irradiadas con luz U.V. 350 nm (), en las membranas
después de ser extraldas con n-pentanc (c) y en las membranas despues de ser extraidas con
Tritén X-100 al 0.2 % (d). Las actividades de oxidasa fueron medidas polarogréficamente con un
electrodo de Clark. Las actividades de deshidrogenasa fueron medidas espectrofotométricamente
usando ferricianuro de potasio como aceptor de electrones. En todos los ensayos se emplearon 0.1
mg de proteina membranal.

03




10 i
75 "
Actividad
de
Oxidasa (%) gqg
-]
[ |
/
2o " Im
0
60 120 2 4
Tiempo (h) TQ" mM

Fig. 12. La fotoirradiacion de las membranas de A. diazotrophicus con uz ultravicieta cercana {U.V. s
) produjo la inactivacion de la ubiquinona y del grupo prostético PQQ de las deshidrogenasas
periplasmicas. A. Las actividades de NADH oxidasa (M) y glucosa oxidasa (@) disminuyeron
considerablemente después de que las membranas fueron irradiadas durante 2 h. B. La tetrahidroquinona
(TQ") permitié la reconstitucion parcial (50 %) de la actividad de NADH oxidasa (M); las actividades de
glucosa oxidasa (@), etanol oxidasa (A) y acetaldehido oxidasa (#) no pudiercn ser reconstituidas con
TQ". Los ensayos fueron realizados con las membranas irradiadas durante 2 h y se emplearon 0.1 mg de
proteina membranal. Como referencias del 100 % de actividad, fueron consideradas las actividades de
oxidasa para NADH y glucosa de las membranas que no recibieron ningun tratamiento: NADH oxidasa
{2400 natm O; min”' mg') y glucosa oxidasa (2600 natm O min”’ mg").

6O



succinato deshidrogenasa (S-DH) se mantuvieron intactas después del tratamiento (Tabla
4). La luz U.V. 36 om afecté de manera importante la actividad de las deshidrogenasas
peripldsmicas (G-DH, A-DH y AL-DH). Lo anterior llevé a proponer que la luz U.V.
inactivé algin componente de esas deshidrogenasas. Se ha descrito que la G-DH, la A-DH
y la AL-DH de las bacterias acéticas pertenecen a un grupo de proteinas llamadas
quinoprotefnas, las cuales se caracterizan por contener COmo grupo prosiético a una
quinona: el grupo PQQ (quinona de pirrolo-quinelina) (7,26,70). Las deshidrogenasas
peripldsmicas de A. diazotrophicus pertenecen a este grupo de quinoproteinas. Por ello
propusimos que la luz U.V. 360 am debi6 inactivar, ademds de la ubiquinona, al grupo PQQ
de esas deshidrogenasas; lo anterior permitié explicar Ia pérdida en dichas actividades.
Concluyendo, los experimentos con luz ultravioleta no aportaron informacion a cerca del
posible sitio de inhibicién por mixotiazol y Antimicina-A, pero fueron muy valiosos
porque pusieron en evidencia la presencia del grupo prostético PQQ en el sistema

respiratorio de A. diazotrophicus.

6.8.1 La luz U.V. inactiva al grupo PQQ presente en las deshidrogenasas para glucosa,

etanol y acetaldehido.

Para comprobar que la luz U.V. 360 4m afect6 el grupo PQQ de Ia G-DH, la A-DH
y la AL-DH se hicieron ensayos de reconstitucion de las actividades de oxidasa en
las membranas iradiadas. Para ello, se midieron las actividades de glucosa, etanol y
acetaldehido oxidasas empleando tetrahidroquinona (TQ"). La TQ™ funcicna como
acarrcador de clectrones entre las deshidrogenasas y la oxidasa terminal. Como control se
realizé el mismo ensayo con la actividad NADH-oxidasa. Los resultados mostraron que la
adicién de TQ regeneré la actividad NADH oxidasa de las membranas iradiadas; la
regeneracion alcanzé el 65 % de la actividad registrada cn las membranas que no
recibieron ningiin tratamiento (Fig. 12B). En cambio, las actividades de glucosa oxidasa,
ctanol oxidasa y acetaldehido oxidasa no pudieron ser reconstituidas por la adicién de TQ"
(Fig. 12B). Lo anterior sugirié que la frradiacion con luz U.V. 10 nmm » ademds de inaclivar a
la ubiquinona, alectd al grupo prostético PQQ de las deshidrogenasas peripldsmicas. Estos

experimentos proporcionaron una evidencia importante de gue las deshidrogenasas para
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glucosa, etanol y acetaldehido contienen al grupo prostético PQQ, el cual fue afectado por

1a irradiacién con luz U. V. 350 oo

6.10 Las actividades de las deshidrogenasas peripldsmicas de A. diazotrophicus no son

afectadas por el tratamiento de las membranas con n-pentano.

Como la irradiacién de las membranas con luz U.V. 160 au produjo la inactivacién de
las deshidrogenasas peripldsmicas, se buscd otra metodologia que permitiera extraer a la
ubiquinona v que mo tuviera ningin efecto sobre las actividades de deshidrogenasa
mencionadas. En este sentido se ha descrito que el tratamiento de las membranas con
solventes orgdnicos como el n-pentano, facilita la libre extraccién de la ubiquinona (78).
Por ello, las membranas fueron extraidas con n-pentano y luego se midieron las actividades
de deshidrogenasa para glucosa, etanol, acetaldehido, NADH y succinato. Los resultados
indicaron que el n-pentano no produjo ningin efecto sobre las actividades de
deshidrogenasa (Tabla 4), por lo que resulté un método eficiente para Ja generacién de
membranas carentes de ubiquinona. Todas las deshidrogenasas mostraron actividades
similares a las actividades registradas en las membranas que no recibieron tratamiento. Los
resultados también sugirieron que el n-pentano extrajo a la ubiquinona pero no al grupo
PQQ, de esta forma las deshidrogenasas peripldsmicas (que contienen PQQ) mostraron
actividad ain después del tratamiento (Tabla 4). Se ha descrito que el grupo PQQ) estd
fuertemente unido al sitio activo de la G-DH, gracias a la presencia de un residuo de
triptofano planar y a un residuo de histidina {72). Lo anterior puede cxplicar por qué el

erupo PQQ de las deshidrogenasas de A. diazotrophicus no es extraido por el solvente.

6.10.1 Algunas deshidrogenasas de A. diazotrophicus no dependen de la ubiquinona.

La pérdida de la ubiquinona Ilevarfa a la disminucidn en las actividades de oxidasa.
Particndo de ésto, se midieron las actividades de oxidasa para glucosa, etanol, acetaldehido,
NADH y succinato ¢n las membranas que fueron extrafdas con ¢l n-pentano. Los resultados
fucron sorprendentes y muy relevantes para cf estudio de la organizacidn del sistema

respiratorio de A. diazotrophicas. Coma cra de esperarse, fas actividades de NADH oxidasa
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y succinato oxidasa fueron abolidas; la actividad remanente de la NADH oxidasa apenas
representé un 5 % de la actividad registrada en las membranas que no recibieron
tratamiento (Tabla 4). Lo anterior sugiri6 que la eliminacién de la ubiquinona provoco la
pérdida de las actividades de oxidasa que son dependientes de la ubiquinona, en este caso
de la NADH oxidasa y de la succinato oxidasa. En contraposicién a ésto, las actividades de
glucosa oxidasa, etanol oxidasa y acetaldehido oxidasa permanecieron intactas a pesar de
que la ubiquinona fue extrafda por el solvente. Lo anterior nos levé a proponer que las
deshidrogenasas para glucosa, etanol y acetaldehido no dependen de la ubiquinona del
sistema respiratorio de A. diazotrophicus. Asi se determiné que el sistema respiratorio de A.
diazotrophicus cuenta con dos tipos de deshidrogenasas, unas como la G-DH, A-DH y AL-
DH que no usan a la ubiguinona como aceptor de electrones y otras como la NADH-DH y

la succinato deshidrogenasa (S-DH) que dependen totalmente de la ubiquinona.

6.10.2  Ensayoe de reconstitucién de las actividades de glucosa oxidasa y NADH oxidasa

en las membranas extraidas con n-pentano.

Con el propdsito de determinar si la disminucién de las actividades de NADH
oxidasa y succinato oxidasa de las membranas extraidas con n-pentano, se debib a la
pérdida de la ubiquinona y no al efecto del solvente en las membranas, se realizo el ensayo
de reconstitucién de las actividades empleando TQ". Los resultados mostraron que la
actividad NADH oxidasa fuc regenerada en su totalidad (Fig. 13); 1o mismo ocurrid con la
actividad de succinato oxidasa (datos no mostrados). Lo anterior sugirié que la disminucion
en las actividades NADH oxidasa y succinato oxidasa se debieron a la pérdida de la
ubiquinona y no al tratamiento de las membranas con el n-pentano. Como pudimos
observar la adicién de TQ" a las membranas cxtraidas con n-pentano, facilité la
regeneracion de la actividad NADH oxidasa; con la actividad de glucosa oxidasa ocurri6 lo
contrario. A pesar de que la acuividad de glucosa oxidasa permanecio intacla después de
gue las membranas fueron extraidas con n-pentano, la adicién de TQ" tuvo un cfeclo
inhibitorio y produjo la disminucion de la actividad de oxidasa (Fig. 13). Por lo tanto,
proponenios que este efecto inhibitorio se produjo debido a la accién de la TQ" sobre ¢l

grupo PQQ que también ¢s una quinomnd.
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ig. 13.  El efecto de la tetrahidroquinona (TQ") en las actividades de oxidasa de las membranas de A.
iazotrophicus que fueron extraidas con n-pentano. La TQ" regenerd la actividad NADH oxidasa (M) casi
n su totalidad, mientras que la actividad de glucosa oxidasa (®) fue fuertemente inhibida por ese
ompuesto. El ensayo fue realizado después de que las membranas fueron extraidas con el n-pentano.
as actividades de oxidasa fueron determinadas polarograficamente con el un electrodo de Clark y se
mplearon 0.1 mg de proteina membranal. Como referencias del 100 % de actividad, fueron
onsideradas las actividades de oxidasa para NADH y glucosa de las membranas que no recibieron
inguin tratamiento: NADH oxidasa (2400 natm O, min" mg") y glucosa oxidasa (2600 natm Oz min”

19 ).
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7. Discusion

Acetobacter diazotrophicus se ha reconocido por su capacidad para crecer y fijar
nitrégeno bajo condiciones de alta aereacion, lo cual es Gnico y sugiere la existencia de un
efectivo mecanismo de proteccién para la nitrogenasa (24,93). En este estudio se determinG
que la alta aereaci6n (e.g. Kra = 148 mmol 0O, L' 1" tuvo un fuerte efecto positivo sobre
las propiedades de crecimiento y la actividad diazotréfica de A. diazotrophicus, asf los
cultivos mas aereados mostraron las més altas actividades de la nitrogenasa, confrario a lo
que se ha reportado en la mayoria de los organismos diazétrofos (14,57,74). Las tasas de
actividad de la nitrogenasa de los cultivos mds aereados (700 a 900 nmol mg™? h') fueron
similares a las tasas reporiadas en A. diazotrophicus por Stephan ez al., (93), y superiores a
las reportadas en los bacteroides de Rhizobium leguminosarum (540 nmol mg? 1" y R.
meliloti (170 nmol mg™" ™), Azospirillum brasilense (492 nmol mg” W), Kiebsiella
pneumoniae (175 nmol mg™ 'y y Rhodoseudomonas sphaeroides (0.5 nmol mg™* i)
(14,31,36,57).

La fijacién de nitrégeno es un proceso altamente demandante de energia puesto que
requiere de 16 a 18 moléculas de ATP para reducir una molécula de Ny (98). Por ello los
microorganismos han desarrollado un imecanismo para “apagar” el sistema de la
nitrogenasa, cuando el nitrégeno fijado presente es suficiente para cubrir las necesidades
del organismo (57,98). En forma andloga, la adicién de amonio inhibe la actividad de la
nitrogenasa en algunas hacterias diazétrofas y este proceso es llamado “switch-off por
NH,*™; después de que la concentracién del amonio externo disminuye, la actividad
enzimdtica de la nitrogenasa se restablece (“switch-on™) (57). La sensibilidad al amonio
depende de las condiciones de cultivo y también de la cepa empleada (33). Los sistemas de
conirol varfan entre los organismos diazétrofos. Por ejemplo, en A. diazotrophicus se ha
reportado que la actividad de la nitrogenasa es parcialmente inhibida por la adicién de 10
mM de (NH;).S04; algunos aminodcidos como glutamina y glutamato mucstran un efecto
similar (84,93). En contraste, la actividad de la nitrogenasa de Azotobacter vinelandii es
inhibida despuds de fa adicion de bajas concentraciones de amonio (57). La actividad de la
nitrogenasa de Azospirillum lipoferum y Azospirithun brasilense cs infubida completamente
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consiste en la ADP-ribosilacién del residuo de arginina (Arg-101) de una de las
subunidades de la dinitrogenasa reductasa; la ADP-ribosilacién se ha encontrado en
Rhodospirillum rubrum, Azospirillum lipoferwm y Azospirillum brasilense (84). Este
mecanismo no ha sido observado en A. diazotrophicus.

La dosis inicial ¢ptima de amonio para obtener células de A. diazotrophicus que
fijen nitrégeno es 1 mM (93). Concentraciones en exceso como 40 mM de amonio
reprimen completamente la actividad de la nitrogenasa (24). Asf se determiné que la baja
concentracién de amonio (1 mM) se emplea como dosis inicial para que A. diazotrophicus
pueda iniciar su crecimiento; sin amonio la bacteria no puede crecer. Los datos obtenidos
en este trabajo (24), en concordancia con Stephan er al., (93), permitiecron proponer que el
amonio incrementa el ndmero de células de A. diazotrophicus en niveles tales, que
disminuyen las concentraciones de oxigeno en el medio y hacen factible la actividad de la
nitrogenasa. Nosotros apoyamos esta propuesta en virtud de que durante la primera etapa
del crecimiento, A. diazotrophicus fue dependiente de amonio y al mismo tiempo, la
concentracién de oxigeno disuelto fue llevada hasta niveles no detectables por ¢l electrodo
de oxigeno. Esas condiciones facilitaron el desarrollo de la segunda etapa de crecimiento de
A. diazotrophicus, la cual fue dependiente de la actividad diazotréfica y lo mds notable fue
que la concentracién de oxigeno disuelto se mantuvo en niveles no detectables por el
electrodo de oxigeno.

Debido a que la enzima nitrogenasa consta de protefnas altamente sensibles al
oxigeno, el proceso de la fijacion de nitrégeno debe llevarse acabo en un ambiente
microacrofilico (12,36,42,81,98). Esto plantea un serio problema, sobre todo para las
bacterias diaz6trofas acrdbicas, ya que el oxfgeno es esencial para la sintesis de ATP y por
otro lado, inactiva a la nitrogenasa (12,36). Esta paradoja ha sido resuelta en las especies de
Rhizobium y Bradyrhizobium mediante la formacitn de nédulos en las raices de las plantas
leguminosas. El nédulo funciona como una eficiente barrera fisica que mantiene un
ambiente microaerofilice (36). La concentracion de oxigeno en el interior del nddulo es de
3 a 30 nM y ¢s controlada por una barrera de difusién formada por capas de c€lulas
empaguetadas, al mismo tiempe que el flujo de oxigeno kibre es equilibrado por la
lcghemoglobina, protefna presente en altas concentraciones en las células del nddulo

infectado (5,38). Se sabe que la Ieghemoglobina posee una alta velocidad de asociacion por
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oxigeno y una baja velocidad de disociacién, lo que la convierte en un excelente medio
amortiguador y de reserva de globina oxigenada (38). Asi la concentracién de oxigeno
disuelto en las proximidades de la bacteria es suficiente para permitir que las oxidasas
respiratorias funcionen de manera eficiente y también para que la generacion de energia y
la fijaci6n de nitrégeno ocurran simulidneamente (42).

Stephan er al., (93) reportaron que la nitrogenasa de A. diazotrophicus e€s
aerotolerante. Reis y Dobereiner (84) determinaron que la presién éptima de oxigeno (pO»)
para la actividad de nitrogenasa de A. diazotrophicus se encuentra alrededor de 0.2 kPa.
Cuando la pO; se incrementa a 1 kPa se pierde el 50 % de la actividad de la nitrogenasa,
mientras que a 2 kPa se inhibe completamente la actividad de la nitrogenasa (84). En
contraste, la actividad de la nitrogenasa de los cultivos de A. brasilense y A. lipoferum es
completamente inhibida a (.2 kPa de presién; lo mismo ocurre en Bacillus polymyxa
(11,37). En el presente trabajo se determind que A. diazotrophicus crecido aerdbicamente
(Kia = 148 mmol O, L™ h™") ajusta las concentraciones de oxigeno del entorno a niveles tan
bajos que le permiten crecer diazotréficamente. De acuerdo a ia hipdtesis de la proteccion
respiratoria, descrita en A. virelandii por Dalton y Posgate (16), proponemos que A.
diazotrophicus debe proteger su nitrogenasa del dafio por oxigeno mediante una alta
respiracién celular. Asi A. diazotrophicus consume el oxigeno en la superficie celular,
impidiendo de esta forma que entre a la célula (60). La propuesta se hizo con base a que A.
diazotrophicus presenta una de las mds aitas actividades respiratorias registrada entre los
organismos aerébicos, lo cual se manifiesta cuando las células son crecidas a elevadas
concentraciones de oxigeno (24). Destacan las actividades de las deshidrogenasas para
glucosa, acetlaldehido, etanol y NADH, las cuales son superiores (10 a 20 veces) a las
registradas en otras bacterias acrObicas (8,9,11,16,27,65,67,68,81). Llama mucho la
alencién la actividad de Ia glucosa deshidrogenasa, la cual es mds activa cuando la bacteria
sc encuentra fijando nitrdgeno. Junto con las otras deshidrogenasas, la  glucosa
deshidrogenasa debe participar activamente en el mecanismo de proteccion respiratoria
para {a nitrogenasa. De mancra comparativa, en Acefobacter aceri se han registrado las
actividades de las oxidasas para glucosa, NADH y acetaldehido y fucron 560, 1220y 720
natm (O, min’ mg", respectivamente (65), mientras que ¢n Acerobacter methanolicus
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glucosa (343 nmol min" mg™), NADH (230 nmol min™ mg™) y etanol (133 nmol min”
mg™) resultaron mds bajas que las encontradas en A. aceri (68). Las actividades de las
deshidrogenasas para NADH vy succinato de Bacillus cereus fueron reportadas en 150 y 360
(nmo! min? mg“), respectivamente (23). Por otro lado, las actividades respiratorias de A.
diazotrophicus son similares a las reportadas en A. vinelandii, donde se ha descrito el
mecanismo de proteccion respiratoria (16,81). Las actividades respiratorias reportadas en A.
vinelandii son las siguientes: NADH oxidasa (2400 natm O, min’* mg‘l), malato oxidasa
(1420 natm O, min™ mg™"), succinato oxidasa (480 natm O, min™' mg™).

Los datos anteriores nos Hevaron a proponer que la nitrogenasa de A. diazotrophicus
se comporta como todas las nitrogenasas que han sido estudiadas en los organismos
diazétrofos, en virtud de que es altamente sensible al oxigeno y por lo tanto, requiere de un
ambiente intracelular microaerofilico para poder realizar su funcién (12,36,37). En cierto
sentido la actividad diazotrofica de A. diazotrophcius es semejante a la reportada en
Rhizobium y Bradyrhizobium, los cuales se desarrollan en ambientes intracelulares bajos en
oxigeno. Mediante altas tasas de respiracion, A. diazotrophicus reduce considerablemente
la concentracién de oxigeno hasta niveles que fueron indetectables por el electrodo de
oxigeno. Muy probablemente, la concentracién de oxigeno en el medio de cultivo se
aproxim¢ a la que se ha reportado en el interior del nédulo de las leguminosas (3 a 30 nM),
sin embargo ésto no pudo comprobarse dado que el limite de sensibilidad del electrodo de
oxigeno se encuentra por arriba de esos valores (8).

La respiracién de A. diazotrophicus no habfa sido estudiada anteriormente. En
este trabajo sc determiné que el sistcma respiratorio de A. digzotrophicus posee
propiedades especiales de composicién y organizacién, que lo hacen un modelo interesante
para cstudiar la diazotrofia aerdbica. El sistema respitarorio de A. diazotrophicus se
compone de una amplia bateria de deshidrogenasas, las cuales se encuentran unidas a la
membrana citopldsmica. Los reportes de la literatura y la determinacion de los valores
optimos de pH llevaron a proponer que las deshidrogenasas para glucosa (G-DH) (pH 3.5),
clanol (A-DH) (pH 4.5) y acectaldehido (AL-DH) (pH 4.5) ticnen sus sitios catalilicos
orientados al espacio peripldsmico, micntras que la NADH deshidrogenasa (NADH-DH)
(pH 7.4) y la succinato deshidrogenasa (S-DH) (pH 7.4) cstdn orientadas hacia cl

citoplasma de la bacteria (64.65,67,68) {Fig. 14). El nimero y ¢l tpo de deshidrogenasas
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encontradas en A. diazotrophicus es muy similar al que se ha reportado en A. aceri (65).
Sin embargo, las actividades respiratorias de A. diazotrophicus son mucho mdés altas. Las
deshidrogenasas de A. diazotrophicus llevan a cabo reacciones de oxidacién (fermentacion
oxidativa), las cuales involucran la oxidacién incompleta de alcoholes y azicares (66). Este
proceso se realiza directamente en la superficie externa de la membrana citopldsmica (3,6).
Por lo tanto, el proceso es acompaflado de la acumulacién en grandes cantidades de los
productos de oxidacion en el medio externo de la bacteria; tal es el caso de la acumulacién
del 4cido glucénico cuando A, diazorrophicus se hace crecer en sacarosa (13,24,26,93).
Una diferencia importante de las deshidrogenasas para glucosa, etanol v acetaldehido de A.
diazotrophicus respecto de las deshidrogenasas presentes en 0tros micro0rganismos, es que
no requieren de coenzimas como el NAD o el FAD para su funcionamiento. En su lugar, se
ha reportado la presencia de una quinona como grupo prostético, el cual fue llamado PQQ
(quinona de pirrologuinolina) (20,26,70). El grupo prostético PQQ es esencial para que las
deshidrogenasas realicen su funcién y se ha localizado en el sitio catalitico participando
activamente en los procesos de oxidacién (72). También se ha descrito que las
deshidrogenasas para etanol y acetaldehido poseen citocromos de tipo c, os cuales son de
alto peso molecular y pueden ser solubilizados con gran facilidad en presencia de bajas
concentraciones de detergente (Tritén X-100 al 0.2 %). Estos citocromos ¢ forman parte de
las subunidades I v II de 1a A-DH y la AL-DH de A. diazotrophicus (65,66). En ninguno de
los casos se encontraron citocromos de tipo ¢ correspondientes a las subunidad ¢; del
complejo citocrémico bey, tampoco del citocromo ¢ soluble. Por lo tanto, se descarté la
presencia del complejo be, en el sistema respiratorio de A. diazotrophicus. Otras pruebas
que apoyaron dicha propuesta fueron: i). La baja actividad registrada con Asc + TMPD; la
actividad con Asc + TMPD apenas representd el 5 % de la actividad de oxidasa registrada
con NADH. ii). La baja actividad citocromo ¢ reductasa (18 nmol min” mg?) (datos no
mostrados); ii). La alta actividad de quinol oxidasa (THQ oxidasa) confirmé la presencia
de las quinol oxidasas. iv). Los andlisis ¢en PAGE-SDS demostraron s6lo la presencia de
citocromos ¢ de altos pesos moleculares. v). El fuerte efecto inhibitorio por mixotiazol y

Antimicina A cn las actividades de las deshidrogenasas  peripldsmicas  sugirié que cl
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componente sensible se encuentra en las deshidrogenasas © en las proximidades de las
mismas. Proponemos que dicha inhibicién se produce en el grupo prostético PQQ presente
en esas deshidrogenasas.

El sistema respiratorio cuenta ademds con dos citocromo oxidasas terminales, el
citocromo ba (también conocido como citocromo a;), el cual se expresa cuando la bacteria
se encuentra fijando nitrégeno, y el citocromo bd, que es la oxidasa terminal predominante
cuando A. diazotrophicus es crecido en altas concentraciones de amonio. En este modelo
las oxidasas terminales reciben sus electrones directamente de la ubiquinona, la cual
funciona como acarreador comin de electrones entre las deshidrogenasas y las oxidasas
terminales (Esquema 4). El citocromo ba es poco comiin entre bacterias y muy poco se ha
estudiado acerca de €l (80). En A. aceti se ha descrito que el citocromo ba funciona como
ubiquinol oxidasa de baja afinidad por oxigeno (K, = 4 uM); se expresa bajo condiciones
aerébicas y es capaz de bombear protones (2H'/e") (67). Estd constituido por los grupos
hemo A y B, por ello se conoce como oxidasa terminal ba (65,71). En A. vinelandii se ha
demostrado que la citocromo oxidasa bd es la responsable de la proteccion respiratoria
(81). La oxidasa bd de A. vinelandii se expresa bajo condiciones de alta aereacibn,
funciona como oxidasa terminal de baja afinidad por oxigeno (K, = 4.5 uM) (17). Una
diferencia importante de la oxidasa terminal bd de A. vinelandii respecto de A.
diazotrophicus, es que s6lo es regulada por el oxigeno; la presencia de amonio en exceso
no cambia la expresion de la oxidasa terminal bd en A. vinelandii (19). En nuestro estudio,
la citocromo oxidasa bd de A. diazotrophicus no parece estar implicada en la proteccién
respiratoria, ya que se expresa cuando hay exceso de amonio en ¢l medio y por lo tanto, la
bacteria crece sin {ijar nitrégeno. En otras bacterias, como E. coli y K. pneumoniae la
oxidasa bd se expresa bajo condiciones de crecimiento microaerofilicas (18,50,55,90). En
estas condiciones 1os valores de Ky, por oxigeno en E. coli (5 a 8 nM) y K. priewmoniae (20
nM) son considerablementc mas bajas que cl valor de K, reportado en A. vinelandii
(17,19,50). En A. diazotrophicus la pobre utilizacién del TMPD y la oxidacién dc la
tetrahidroquinona (THQ), sustratos artificiales de electrones, indicaron que las oxidasas
terminales son quinol oxidasas (89).

Los ¢nsayos de inhibicidn con KCN, realizados en las membranas de as células de

A drazotrophicus que Hjan nitrogeno, indicaron la presencia de dos oxidasas terminales,
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Esquema 4. Modelo propuesto para el sistema respiratorio de A. diazotrophicus. El modelo se
compone de varias deshidrogenasas unidas a la membrana citoplasmica, de la ubiquinona (UQ) y
de las oxidasas terminales ba (Cit- ba) y bd (Cit- ba). Cuando A. diazotrophicus es crecido en 1 mM
de (NH4)2SO4 (crecimiento limitado de arnonio) la oxidasa terminal predominante es el Cit- ba,
mientras que cuando A. diazofrophicus crece en 40 mM de (NH.)2SO. (crecimiento con exceso de
amonio) la oxidasa terminal que predomina es el Cit- bd.




gna altamente sensible a cianuro y la otra resistente. El componenie sensible fue
relacionado con la oxidasa terminal ba y se determiné su valor de K, por oxigeno (4 a 7
uM) (datos no mostrados). El valor de K; con cianuro de la oxidasa terminal ba se ha
reportado en 74 uM (71). Desconocemos la identidad de la oxidasa terminal insensible a
cianuro, sin embargo la eliminacion de los citocromos ¢ de las membranas con Tritén X-
100 a bajas concentraciones, favoreci6 la pérdida de Ia resistencia al cianuro. No se trata
del citocromo bd, el cual es tipicamente resistente al cianuro (49). La oxidasa alternativa de
A. diazotrophicus mucstra resistencia a cianuro y presenta baja afinidad por oxigeno (Km =
130 uM) (datos no mostrados). Esta oxidasa contribuye con et 50 % de la respiracion en las
células que crecen fijando nitrégeno y dadas sus caracterfsticas cinéticas debe participar
activamente en el mecanismo de proteccion respiratoria.

Los datos recientes del Iaboratorio han indicado que el sistema respiratorio de A.
diazotrophicus se encuentra dividido en dos grandes vias para el flujo de electrones a las
oxidasas terminales (citocromo a; y la oxidasa insensible a cianuro) (Esquema 5). La
primera vfa incluye al grupo de las deshidrogenasas internas cuyo aceptor de electrones es
la ubiquinona; estas deshidrogenasas son dependientes de la ubiquinona y la inactivacién de
Ja misma disminuye considerablemente las actividades de las oxidasas. En este grupo estdn
contenidas la NADH-DH v la S-DH, cuya orientacién es hacia el citoplasma. Esto estd de
acuerdo a los datos reportados en la literatura (59). La segunda via incluye a las
deshidrogenasas de oricntacion periplasmica (G-DH, A-DH y AL-DH), las cuales son muy
aclivas y oxidan a la glucosa, al etanol y al acetaldehido; estas deshidrogenasas no utilizan
a la ubiquinona como aceptor obligado de electrones. Lo anterior se encuentra en
contraposicién a lo reportado por varios autores. Por cjemplo, en Gluconobacter
suboxydans y en E. coli se ha determinado que la G-DH dona electrones directamente a la
ubiquinona Q;, y ubiquinona Qg, respectivamente. La A-DH de G. suboxydans, asi como la
A-DH y G-DH dc A. aceri reaccionan directamente con la ubiquinona en una bicapa
fostolipidica (55,70). £n Acinetobacter calcoaceticus se reportd que la G-DH estd ligada a
la cadena respiratoria via de la ubiguinona (70). Otros autores han determinado que la G-
DH de esa misma bacteria uliliza un citocromo £-362 como aceptor de clectrones (21).
Desconocemos si la G-DH. la A-DH vy la AL-DH dc A. diazetrophicus requicran de algan

intermediario (en luear de la ubiquinona) para llevar los electrones a las oxidasas
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Esquema 5. Nueva propuesta del modelo del sistema respiratorio de A. diazotrophicus crecido aerdbicamente bajo condicicnes limitantes de
amonio. El sistema respiratorio de A. diazotrophicus posee una via dependiente de la ubiquinona (UQ); participan en ella la NADH-DH vy la S-DH.
Esta via estd acoplada a la cadena respiratoria. La segunda via no utiliza a fa ubiquinona como aceptor de electrones; se trata de una via no
acoplada a la cadena respiratoria. Participan en ella, la G-DH, A-DH y AL-DH. Las dos vfas donan electrones a la oxidasa terminal ba (Cit- ba)
y la oxidasa alternativa insensible a cianuro. Se desconoce si las deshidrogenasas para glucosa, etanol y acetaldehido utilizan algun intermediario
(?) para el transporte de electrones a las oxidasas terminales.
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terminales.

En A. vinelandii se ha propuesto que un incremento en la respiracién s acompana
de un desacoplamiento en el transporte de electrones (60,81). Este desacoplamiento de la
respiracién celular es posible gracias a que el sistema respiratorio de las azotobacterias estd
ramificado v cuenta con dos citocromo oxidasas: una de tipo bo y otra de tipo bd (17). Se
cree que esta ultima presenta dicho desacoplamiento. La oxidasa bd parece sostener el
mayor flujo de electrones en el organismo y se ha propuesto que es la responsable de la
proteccién respiratoria de la nitrogenasa. El estudio con mutantes de A. vinelandii ha
revelado que la citocromo oxidasa de bd juega un papel primordial en la eliminacién de
oxigeno cuando la bacteria crece en condiciones de alta aereacion (60).

Como ocurre en A, vinelandii, una parte del sistema respiratorio de A.
diazotrophicus debe proceder por una ruta no acoplada. Hemos determinado que los
procesos de oxidacidn realizados por las deshidrogenasas peripldsmicas no estdn acoplados
a la cadena respiratoria; esta via convierte al sistema respiratorio de A. diazotrophicus en un
poderoso tiradero de poder reductor. De acuerdo con la hip6tesis de la proteccién
respiratoria, el oxigeno se consume en las proximidades de la superficie celular y para ello,
las deshidrogenasas peripldsmicas muy activas se convierten en poderosos donadores de
electrones, mientras que las oxidasas terminales (en especial la de baja afinidad) abaten la
tensién de oxigeno del medio (Fig. 15). De esta forma se previene que el oxigeno penetre
en la célula causando dafio a la nitrogenasa (81). El paso limitante en la transferencia de
electrones a la oxidasa terminal, sélo esté determinado por la disponibilidad del sustrato.

La localizacién de las deshidrogenasas peripldsmicas también favorece la
proteccion respiratoria debido a que la oxidacion de sustralos {por ejemplo, glucosa) ocurre
en el exterior de la bacteria. Eso implica un ahorro energético puesto que los sustratos no
tienen gque ser transportados al interior para su metabolismo, como ocurre en otras
bacterias. Ademds, los productos de oxidacién se acumulan cn ¢l exterior de la bacteria, lo
cual no cfecta al gradiente electroquimico de protones.

:De donde obticnen las ¢élulas de A. diazorrophicus la energia para sostener la
fijacién de nitrégeno y cl crecimiento? En A, aceri se han propuesto tres sitios de

transiocacion de protones: ¢l sitio de Ja NADH-DH (sitio 1), ¢l sitio de fa ubiguinona (sitio



Modelo de la Proteccién respiratoria en Acetobacter diazotrophicus

Fig. 15. Modelo propuesto para la proteccién respiratoria de la nitrogenasa en A. diazotrophicus.
lzquierda, representacién de una bacteria que no cuenta con proteccion respiratotia; la
concentracion de oxigeno intra y extracelular se encuentra en equilibrio. Derecha, modelo
propuesto de la proteccion respiratoria en A. diazotrophicus. El oxigeno es consumido en las
proximidades de la bacteria, gracias a la accion de las oxidasas terminales ba y la oxidasa
insensible a cianuro (no mostrada en la representacion). De esta forma, se mantiene una
concentracién de oxigeno intracelular compatible con la funcién de la nitrogenasa. Las
deshidrogenasas (de orientacion peripldsmica y citoplasmica) oxidan sus sustratos (8) en la
membrana citoplasmica. Las deshidrogenasas de orientacion periplasmica no estan acopladas a
la cadena respiratoria, por elio hacen del sistema respiratorio de A. diazotrophicus un potente
consumidor de oxigeno y un poderoso tiradero de poder reductor. Las deshidrogenasas de
orientacion citoplasmica deben ser las responsables de la conservacion de energia. Nasa,
nitrogenasa.
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II) y el sitio de la oxidasa terminal a; (sitio III) (67). Los datos obtenidos en el laboratorio
nos han llevado a proponer que A. diazotrophicus debe contener los tres sitios de
translocacién de protones descritos anteriormente en A. aceti. De esta forma, los procesos
de oxidacién del succinato y en especial del NADH por sus comrespondientes
deshidrogenasas, deben favorecer la formacion del gradiente protén-electroquimico a través
de la membrana citopldsmica, dtil para lIa sintesis de ATP. Esta via estd acoplada a la
cadena respiratoria y participan en ella las deshidrogenasas NADH-DH y S-DH. Esta via
debe ser la responsable del aporte de ATP para el crecimiento celular y al mismo tiempo
debe favorecer la sintesis de ATP en cantidades que permitan llevar a cabo la fijacién de
nitr6geno. Otra parte del sistema respiratorio de A. diazotrophicus procede por una ruta no
acoplada. Participan en ella las deshidrogenasas de orientacién peripldsmica (G-DH, A-DH
y AL-DH), las cuales son muy activas y oxidan a la glucosa, etanol y acetaldehido; como
ya se mencioné anteriormente estas deshidrogenasas no utilizan a la ubiquinona como
aceptor obligado de electrones. En esta via las deshidrogenasas funcionan como poderosos
donadores de electrones, mientras que las oxidasas terminales (en especial la de baja
afinidad) abaten la tensién de oxigeno en el medio. Asi, el oxigeno se consume en las
proximidades de la bacteria y se evita que penetre en la célula causando dafo a la
nitrogenasa.

Las caracteristicas anteriores sugieren que la capacidad de aerotolerancia
reconocida en A. diazotrophicus se atribuye a la presencia de un mecanismo de proteccion
respiratoria, que la bacteria wutiliza para proteger a la nitrogenasa. Por lo tanto, A.
diazotrophicus es capaz de crecer y desarrollarse fijando nitr6geno en presencia de elevadas
concentraciones de oxigeno. Las altas tasas de respiracion registradas en la membrana
citopldsmica, acompafiadas de un desacoplamiento de la cadena respiratoria, son las
responsables de mantener un ambicnte microacrofilico que permiia el crecimiento
diazotréfico. No descartamos que aunado a la proteccion respiratoria, A. diazotrophicus
pueda presentar otros mecanismos de proteccion para la nitrogenasa, como el mecanismo
de proteccion conformacional reportado en A, vinelundii (75). Recientemente se ha descrito
que A. diazotrophicus crecido en sacarosa produce exopolisacidridos de alto peso molecular
(92). Esos exopolisacdridos son del tipo de las levanas y a la enzima que los produce se e

ha Hamado “levansacarasa™ (39). Sc ha propuesto que en A, diuZofrophicits €808

S



exopolisacdridos deben servir como sefiales de reconocimiento en la interaccién planta-
microorganismo (6). También es posible que A. diazotrophicus pueda utilizar los
polisacdridos extracelulares como mecanismo de defensa formando una cdpsula que lo
proteja del oxigeno o de otros elementos externos.

Hasta el momento, hemos determinado que A. diazotrophicus es capaz de fijar
nitrégeno en cultivos aerObicos y que las altas tasas de respiracién, protegen a la
nitrogenasa del dafio por oxigeno. Pero en la planta, jcudl serd el impacto de la proteccién
respiratoria presente en A. diazotrohicus? Como ya hemos mencionado A. diazotrophicus
se ha aislado del interior de las raices y tallos de la cafia de azticar. También se ha aislado
de la rizosfera de las plantas de la pifia y del café (45,94). En estos sitios, predominan los
compuestos de carbono como la sacarosa y la concentracién de oxigeno es tan baja, que
probablemente A. diazotrophicus no requiera de la proteccién respiratoria para evitar el
dafio de la nitrogenasa por oxigeno (13). Bajo estas condiciones, el mecanismo de la
protecciOn respiratoria pareciera no tener ningdn significado fisiolégico. Sin embargo, no
descartamos la posibilidad de que la proteccitn respiratoria pueda favorecer el crecimiento
diazotr6fico de A. diazotrophicus en los tejidos aerébicos de la planta. Por lo tanto, es de
sumo interés poder determinar la actividad diazotréfica de la bacteria en los diferentes
tejidos de la planta donde se le ha localizado. Hasta el momento ésto se desconoce.
Esperamos que con el mejoramiento de las técnicas en los afios venideros, lo anterior pueda

determinarse.



Conclusiones

La aereaci6n incrementada tuvo un fuerte efecto positivo sobre las propiedades de
crecimiento vy la actividad diazotréfica de A. diazotrophicus. Las actividades mis
altas de nitrogenasa se registraron en los cultivos mds aereados, contrario a 1o que
ocurre en la mayoria de los organismos que fijan nitrogeno, donde la presencia del

oxigeno es altamente téxica para la nitrogenasa.

A. diazotrophicus tequiere de amonio para poder iniciar su crecimiento y fijar
nitrégeno; ésto ocurre cuando el oxigeno es llevado a niveles indetectables por el

electrodo de oxigeno.

En nuestro estudio, el aporte de oxigeno al medio de cultivo (transferencia de
oxigeno al medio) constituye el paso limitante para el crecimiento dependiente de

la fijaci6n de nitrégeno.

Los espectros diferenciales de baja temperatura (77 K) indicaron la presencia de
Jos citocromos de tipo b, ¢, @, (ba) y bd. El citocromo ba es la oxidasa terminal
predominante en las células crecidas bajo limitacién de amonio, mientras que el

citocromo bd 1o ¢s en las células crecidas con exceso de amonio.

Los citocromos ¢ mostrados por los espectros dilerenciales estdn asociados
directamente con las deshidrogenasas primarias para alcohol {A-DH) y aldehido
(AL-DH) en ¢l sistema respiratorio de A. diazetrophicus. Las bajas actividades de
TMPD oxidasa y citocromo ¢ reductasa indicaron la ausencia del complejo

citocrémico be; en el sistema respiratorio de A, diazotrophicus.

o
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Los espectros de fotodisociacién y los espectros diferenciales con CO sugirieron la
presencia de dos oxidasas terminales, el citocromo ba y el citocromo bd.
Propusimos que estas citocromos son ubiquinol oxidasas. La presencia de la
citocromo oxidasa ba fue confirmada por su efecto hipercrémico a 589 nm con
KCN. El citocromo ba (a;) es raro entre bacterias y éste serfa el primer caso en
gue se reporta como asociado a la fijacién bioldgica de nitrégeno. Parece ser que
esta oxidasa terminal, junto con la oxidasa insensible a cianuro, son las

responsables de la protecci6n respiratoria en A. diazotrophicus.

Las altas tasas respiratorias encontradas favorecen la idea de que A. diazotrophicus
debe contar con el mecanismo de proteccién respiratoria para su nitrogenasa. Las
actividades respiratorias son favorecidas por varias deshidrogenasas membranales
muy activas; algunas tienen sus sitios cataliticos orientados hacia el espacio
peripldsmico y otras hacia el citoplasma. Ambas donan sus electrones a las

oxidasas terminales.

Las deshidrogenasas de orientacion peripldsmica G-DH, A-DH y AL-DH, son las
enzimas responsables de la oxidacién de glucosa, etanol y acetaldehido. Los
electrones resultantes {luyen a las oxidasas terminales, que abaten la tension de
oxigeno prescnte en el medio de cultivo; esto permite mantener un ambiente
intracelutar bajo en oxigeno compatible con la funcién de la nitrogenasa. Estos
procesos de oxidacién no estdn acoplados a la cadena respiratoria. Por owro lado,
las deshidrogenasas de orientaci6n citopldsmica NADH-DH y S-DH, al estar
acopladas a la cadena respiratoria. deben contribuir a la formacién del gradiente
protén-clectroquimico y con ello favorecer la sintesis de ATP dtil para cl
crecimicnto y la fijacion de nitro

geno.
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Expectativas

>

>

Definir la capacidad bioenergética de la via en la que estdn involucradas las
deshidrogenasas peripldsmicas (G-DH, A-DH y AL-DH) en células crecidas en
condiciones 6ptimas para la expresion de cada deshidrogenasa. En ellas medir la

sintesis de ATP y el potencial de membrana inducido por cada sustrato.

Identificar en la via de la glucosa oxidasa, el componente sensible a la inhibicion con
mixotiazol y Antimicina-A. Dicho componente podrfa ser el aceptor directo de
electrones de las deshidrogenasas de orientaci6n peripldsmica y se podria detectar (sies
un citocromo) por el efecto del corrimiento al rojo de los inhibidores sobre el patrén de

citocromos reducidos.

Es posible que los citocromos aceptores de electrones estén asociados intimamente y
formen complejos con sus deshidrogenasas, continden asociados y funcionales después
de la solubilizacién con detergentes y durante su purificacién posterior. Por ello, se

propone la solubilizacién con detergentes y su purilicacion .
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The characteristics of the respiratory system of Acetobacter diazotrophicus PALS were investigated. Increasing
aeration (from 0.5 to 4.0 liters of air min™" liter of medium™") had a strong positive effect on growth and on
the diazotrophic activity of cultures. Cells obtained from well-aerated and diazotrophically active cultures
possessed a highly active, membrane-bound electron transport system with dehydrogenases for NADH, glucose,
and acetaldehyde as the main efectron donors. Ethanol, succinate, and gluconate were also oxidized but to only
a minor extent. Terminal cytochrome ¢ oxidase-fype activity was poor as measured by reduced N,N,N,N'-tetra-
methyl-p-phenylencdiamine, but quinol oxidase-type activity, as measured by 2,3,5,6-tetrachloro-i,4-benzene-
diel, was high. Spectral and high-pressure liquid chromatography analysis of membranes revealed the pres-
ence of cytochrome ba as a putative oxidase in cells obtained from diazotrophically active cultures. Cells were
also rich in c-type cytochromes; four bands of high molecular mass (i.e., 67, 56, 52, and 45 kDa) were revealed
by a peroxidase activity stain in sodium dodecyl sulfate-polyacryvlamide gel electrophoresis. KCN inhibition
curves of respiratory oxidase activities were biphasic, with a highly resistant component. Treatment of mem-
branes with 0.2% Triton X-100 solubilized c-type cytochromes and resulted in a preparation that was signifi-
cantly more sensitive to cyanide. Repression of diazotrophic activity in well-aerated cultures by 40 mM (NH,),
S0, caused a significant decrease of the respiratory activities. It is noteworthy that the levels of glucose dehy-
drogenase and putative oxidase ba decreased 6.8- and 10-fold, respectively. In these cells, a bd-type cytochrome
seems to be the major terminal oxidase. Thus, it would seem that glucose dehydrogenase and cytochrome ba

are key components of the respiratory system of A, diazotrophicus during aerobic diazotrophy.

lcetobacter diazotrophicus is an obligatory aerobe that fixes
ogen {1, 5, 7, 16, 39). All nitrogen-fixing bacteria have the
lity to utilize atmospheric nitrogen gas as their source of
ogen for metabolic biosynthesis (5). Otherwise, they rep-
ent species from rather different taxonomic groups with
erent life-styles. These microorganisms must use some
chanism o protect the nitrogenasc components from oxy-
. In fact, all the nitrogenases from anaerobic, facultatively
obic, strictly acrobic, symbiotically associated, or even pho-
ynthetic bacteria (22) that have been purified are irrevers-
inactivated by oxygen. More than 25 years ago, Drozd and
teate postulated the existence of a mechanism for the pro-
ion of nitregenase from oxygen inactivation in nitrogen-
ng cells of Azotobacter vinelandin (11). “Respiratory protee-
17" was suggested as a mechamism whereby the extremely
h respiratory rates of the cclis maintain an intracclular
gen concentration at levels low enough to not affect the
‘0gcnasc componcents.

\mong the nitrogen-fixing bactena, A. drazotrophicus is in-
:sting because it carries out nitrogen fixation under aerobic
wth conditions. It appears to be a plant endophyte (10) that
apable of excreting almaost half of the fixed nitrogen 1 a
m that is potentially available to plants (8). However, 1its
piratory system and mechanism of protection of nitrogenase
ler acrobic conditions have not been explored. Hence, the
Lof this wark & to gam insight into the components of ity
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respiratory systern and its relationship to mitrogen fixation me-
tabolism.

MATERIALS AND METHODS

Strain, growth conditions. preparation of membranes, and culture methods.
A diazotrophicis PALS ATCC9037, kandly provided bv G Martinez-Drets (1),
was grown under conditions described by Reids et al. (37} wath LGIP medium
supplemented with 1.0 or 40 mM {(NH,).SO, Preparative cultures were grown
actobicatly at 30°C in a 20-luer-workingolume fermentor stirred at 250 rpm
and sparged with 32 liters ot ar mm ! to give an G, tramsfer coeflicient (K, a)
value of 160 (see below),

Active inocula (10 hter) were obnamed after 29 h of growth mn 2 8-liter
Ferenbach flasks stirred at 230 rpm. Cells were hanested at the end of the
exponential growth phase (36 b) and washed twice with cold 50 mM Tns-HCI
(pH 74} contwming 5 mM CaCly and 3 mM MgCl. (TCM buffer), The cell
suspenston was supplemented with phemimethyisulfom? fluonide (15 pg mi™Y)
and disrupted in a Dyno-mitl (WAB Maschinen-Fabrih, Basel, Swuzerland) as
previously deseribed (13} Lobrohen cetls and debris were ehonmated by centnif-
ugation at §000 X g 1o 10 nun Membianes were prepared by eentrifugation at
144,000 X ¢ tor 30 min and thereafter washed twice with TCM buffer, The
membranes were used mmedialely tor assay ol enzymanic activities or stored in
Liqund mitrogen,

Analytical cultures were pertormed in an Applikon laboratory mumfermentor
with a working volume of 10 Tuers at 30°C and stirred at 320 rpm Acration was
varted from 03 o 4.0 hters of air i b AL selected umes, samples were
withdrawn to deternnme grosth (mcasured as optical density at 360 nm [ODeql)
and medwn ptE Ammomum concentiation and the amount of O, dissolved
culiwe meduam were measurud amperometically by usimg an Onon 93-12 am-
mana electrode andd a Clnth-type oxveen clectiode In these samples, metabo-
Tism was imstantancously rrested by addmg HeClwooa final eoncentiation of
10mM

Lhw cultuse Gy demand was measutod w0 maodel 33YST avveen meter by
usang o 10-told dibunan af cultuse sampies m tresh modia Nitrogonase activity
whoele cellswos dercnmingd v the acen bone reduction assay (37, 393 Samples (2
miy remened fron the fermenton were placed uito fml sealed vuds amd acet-

e was ayedted o pve 1Y coneentation mthe gas phuase the vials were
incnhated wuh stizrmg at 20 pm tor hamn at 30C The ethvlene produced waes
detesanr e 10 ! aligrenoon c Porapak N cofumn by wang a Varant 3100 gas
oo taphy sustem hicd withoa fheme ool aaon detecton
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FIG 1 Growth properties and diazotrophuc activity of 4 drezotraphzcus on LGIP medium with increased aereation (liters of air min™! liers of medium =) 7,0.5;
l, 1.0; G, 150 A, 25,0, 40 The medium contamed 1.0 mM (NH, 1,80, as the nitrogen starting dose; cultures were performed at 30°C in a fermentor with a working
slume of 10 liter, agitated to 320 rpm Cultures were mihated with 20 ml of mnoculum from a 24-h shaker culture (200 rpm). At the tmes noted, samples were
ithdrawn to determune culture growth at 560 nm (A). culture oxygen demand {B), nilrogendse activity as measured by the acetylene reduction assay (C), mediumn pH
D}, concemtration of ammenium m the medium (E), and dissolved-oxygen concentration n the medium (F) For comparison. growth profiles obtained 1 LEGIP
edium containmg 40 mM (NH),50, and with an air flow of 4.0 hters of air mun™' are displayed (®) in cach of the sets. Detauls of culture and assay methods are

eseribed in Materials and Methods,

The oaygen transfer cocllicient, Ky @ was estimated for the 1 0-liter fermentor
sstem by the static method of gassing out as deseribed by Stanbury and Whitaker
38). That 16, the oxygen concentration of a fresh cultuze medwm (agrtated at 320
m) was lowered by gasang the hquid with mitrogen gas, the deoxygenated
edium was then acrated and the merease in dissolved-oxvgen concentration
as montored contmuously with a fermentor-instalied Clark oxvgen electrode
& values under different acration conditions (05 to 40 liters of air min™ %)
ere calenlated as deseribed by the same authors (38).

Spectral analysis of evtachromes, Membranes were suspended 1n TCM baffer
ntaimng 30% (volaol) glyeetol and analyzed in an SLM-Aminco DW 2000
eetrophotometer Dilference spectra at 77 K (guid nitrogen) were 1ccorded in
werles with a 2-mie light path Samples were reduced wutly o few graws of
dium dithionite in the absence o presence of 10 mM KON, the reference
imples were onidized with a4 fow grams of ammonm persuifiate, Reduced-
us-CO oy redueed difference speetta were also eeorded at 77 K The
Meeniranons of cylochromes i membianes and denved preparaiions were
Heulated from the difference speetra (chithionite-reduced minus persulinte-ox-
ized on dithiontte-redueed plus CO nunus dihiomie-jeduced} at room tem-
crature by using the lollowemg wavelength pasts aad absorption coelicients
tochrome ¢ eshimeoon coctherent at 3950 o 3300 nm (o o) 191 mM !
n levtochrome B L, 2T em ! ovtochiome OO
Pt em L ovioghiame d-CO Ly 0 IS M Pem T30, 2829

Ealeaction and avalysas of hemes and evtochromes ¢ Hemes were extraciod
Wh G0N HC D acetone as descnibed by Goodbos et al (17) The membrane
sudies obtamed were used o detcrmine cstochiome ¢ sathout the spectiil
Herborenee of e evtochiomes

Ovtach omes o were sofolelizod Baoresespendmye membrane peliois (10 s of

protein) with L0 ml of 0.2% Trton X-100 i 50 mM potassium phosphate (pH
6.0). Sedium dodecyl sulfate-polyacrylamuide pel clectrophoresis (SDS-PAGE)
was performed i 16- by Td-cm plates with 10% polyacrylamide and a 5% stack-
g gel by the methed of Goodhew et al. (17). Cytochrome ¢ bands were revealed
by detection of the perosdase actvity. Proten blotting and heme peroxidase
detection were performed with the Amersham enhanced chemiluminescence
Western blotting detection reagents, as reported by Miranda-Rios ct al. (33)
SDS treatment removes noncovalenidy bound hemes, therefore, a peroxidase
stain on SDS-gels speatfically reveals e-tvpe eytochromes.

Heme composiion was determined on a Waters chromatography system
cquippud with o Waters model 996 photodiode anay detector and Waters Delta-
Pak HPICIS 300 A (Z by 150 nun) reverse-phose hugh-pressure ligquid chroma-
tography (HPLC) column The data was analyzed with Millennium 2000 soft-
warg, Hemes extracted and punhied from membranes (40 mg of protemn) as
dusctibed by Puustinen and Wikstiom (36) were dissolved m 0,5% tnfluoroacetic
acid-acetontnte solution and apphed to o column previcusly equilibrated with
0 5% tnllucroacetic aeid-257 acctomrite 1 water, The hemes were cluted by
an acctomtinle madient as desenibed previously (253 The following standaids
were used, hemes B and O extracted trom membranes of kachenciina coir, hemes
B and A eatracted from bovine matochomdoin particles, and prateheme IX ob-
tned lrom Sigma

Respiratory activities. Ondiase actvities were determmed wath either of the
[ollowing substrates {final toncentrinons e gven) 3 b NADEL 10 mM
pliicose 30 mM socemate 10 mM eluconate, 10 mM ethanel, H mM acetalde-
hyde, T mM avcbate plus 2 mMITMPED (VN A N aetamethylp-phenylene-
drimimed, o B sseorhate plus 15 ms THO (2005 6-tachlono- 1 4-ben-
senediol) The reactions were mtnited wath 411 me of membrane protein and
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5 2. Nitrogenase actvines of A diazorrophicus 1 a fermentor (1.0-liter
ng volume) at increased values of oxygen transfer coefficient (K a). Values
(4 {see Materals and Methods) were determined under each of the aera-

onditions shown in Fig. 1 and plotted against the recorded maximal values
rogenase actnaty (as shown m Fig, 1C),

ured polarographucally with a Clark oxvgen electrode in 2 ml of 50 mM
siut phosphate buffer (pH 7.4 or 6.0) at 30°C.

hvdrogenase actvities were measured spectrophotometrically with potas-
ferricyanide as the electron acceptor. The assay muxture contained 0.1 M
sium phosphate buffer (pH 7.4 or 6.0), 1.0 mM test substrate, 1 mM
sium fermcyamde. and 003 mg of membrane protein. The reaction was
d by the addinon of substrate, and the reduction of ferricyanide was mon-
1 by measuring the ODy (2, 3). One unit of activity is defined as that
1g the reduction of 1 pmol of ferricyamde per min under these conditions.
was dissolved 1n dimethyl suifoxide The solvent alone had no significant
on the respiratory activities tested. Protein concentrations were deter-
1 by a modification (12) of the Lowry method.

RESULTS

diazotrephicus has been recognized as an aerotolerant
otropl: (39) in which oxygen is instrumental for the gen-
on of the large quantities of ATP required for nitrogen
ion. Hence. experiments were performed to cxplore the
t of ncreasing acration on the growth propertics and
ygen fixation activity of A. diazotrophicus in batch culiure at
- (Fig. 1).
' confirmation of the results of Stephan ct al. (39), A, di-
‘ophicus did not grow in N-free LGIP medium at acration
s of 0.5 te 4.0 titers air min ™' in a 1.0-liter-working-volume
fermentor agieated at 320 rpm (data not shown). There-
. the medium was supplemented with 1.0 mM (NH,},80,
he nitrogen starting dose. Under these conditions, high
tion (as above) had a strong positive effect on the growth
erties of A. diazorophicus: growth was faster and higher
cal densities were obtained (Fig. 1A). Under cach of the
tien conditions testedl, the curves for growth (Fig. 1A) and
en demand (Fig. 1B) of the culture ran m parallel and
ved biphasic kineties. The fitst phase of growth seems (o
on the imtal dose of NH, ', as suggested by the concom-
removal of this fon from the medium (Fig. 1E). After a
hours of adapiatian, growth was resumed; this stage was
mpanicd by an eapression of mtrogenase achivity (Fie. 1)
lughest specttic acuvity of nitrogenase was regntered in
hest-aerated (e, 40U hters of ait mun 'y and fastest-grow-
ulture, Theretore, this suggested that the seeond phase of
Al depends on the dazottophie activity of caltures
wrose atthzanon by 4 dezonaphiens leads o the acidifi-

RESPIRATION AND DIAZOTROPHY IN A. DIAZOTROPHICUS 6989

cation of media due to the accumulation of gluconic acids (5,
9, 39). Accordingly, mcreasing the aeration of cultures accei-
erated and increased the acidification of media during the
second phase of growth (Fig, 113}, suggesting that during this
time an intense oxidation of glucose to gluconic acid by glucose
dehydrogenase provided appropriate metabolic conditions to
generate enough ATP for growth and continuously remove O,
from the medium (Fig. 1F) so as to protect the diazotrophic
activity.

We found that at all levels of aeration, nitrogenase activity
appeared after the initial dose of ammonium had been ex-
hausted (Fig. 1E) and the dissolved O, concentration had
dropped to nondetectable concentrations (Fig. 1F).

For a comparison. growth profiles obtained in LGIP me-
dium containing 40 mM (NH,),50,, with aeration of 4 liters of
air min~". are displayed in each of the panels of Fig. 1. Am-
monium had a large impact on the growth properties of A. di-
azotrophicus: fast growth producing high optical densities (i.c.,
ODsgp = 80 after 34 h) was observed. Rapid growth was
accompanied by a fast and deep acidification of the medium
(final pH = 3.5) and a quantitative removal of NH,™ from the
medivm. The profile for oxygen demand did not reach the
levels expected for such high cell densities achieved by growth.
Dissolved O- in the medium decreased to a constant low level
(i.e., 20 nmol ml~*) after 10 h of growth. As expected, nitro-
genase activity was not detected at any time during culture.

To gain further insight into the impact of increasing aeration
on the expression levels of nitrogenase activity, oxygen transfer
coefficients (i.e., K, @) were estimated at the aeration levels
used in the experiment in Fig. 1. A plot of K, a values against
the top registered values of nitrogenase activity (Fig. 2) showed
that the specific activity of nitrogenase increased linearly with-
in the K, @ range tested (ie., 25 to 145 mmol of O, liter ™' h™1).
This implies that the O, supply to the medium was the rate-
limiting step for N,-dependent growth.

Cytochromes. The respiratory system of A. diazotrophicus
was characterized in membranes obtained from cells grown
aerobically in LGIP medium supplemented with 1.0 mM
(NH,),50; and was compared to that of cells grown under
same conditions with 40 mM (NH,),80,. The spectroscopic
analysis of the cytochrome composition of the two membrane
preparations showed significant differcnces (Fig. 3). Reduced-
minus-oxidized spectra (77 K) of cells grown on low ammo-
nium (Fig. 3A) showed b-type cytochromes (peaks at 430, 530,
and 560 nm). ¢-type and a-type cytochromes were respectively
suggested by shoulders at 520 and 550 nm and by a shoulder at
440 nm plus a weak signal around 600 nm. Difference speetra
(77 K) produced by carbon monoxide (Fig. 3B) and cyanidc
(Fig. 3C) of the reduced preparation revealed the presence of
an g-type cvtochrome: however, the reduced cytochrome-CO
compound produced signals at 422 and 440 nm, i.e., a shift of
a few nanomeiers toward the violet, relative to the typical
aa4-CO complex (29). On the other hand, the reaction of CN™
with the reduced preparation was accompanicd by a large
enhancement of the signal at 589 nm. This hyperchromic cffect
of cyanide on the reduced spectrum has been considered a
reliable eriterion for the dentification of cytochrome ba oal-
dase (29). 1t 1s relevant that cytochrome ba oxidase (also named
cytochrome « ) has been identified in Acerobacter aceti (28, 29).

The cytochrome analysis of cells grown on lugh ammonium
(e 0 mh) showed a different picture In the reduced-minus-
ondized spectie (Fig 300, maxima at 426, 528, and 358 nm
indicated h-tvpe evtachromes: signals tor ¢ -lype eylochromes at
G118, 5200 and 550 nm were hardly discernibie, However, the
most dramatie changes were those related 1o putaie oxidases
Signals for reduced ovtochrome ba w430 and 589 am were
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FIG 3. Low-temperature (77 K} spectra of membranes of A diazotrophucus PALS grown aerobically 0 LGIP medium supplemented with 1.0 mM (A o C) or 40
M (D 10 E) (NF,),50,. (A and D) reduced-minus-oaidized spectra Difference specira were generated by adding sodum dithiomte (spectra a), NADH (spectra b},
nd glucose (spectra ¢) to sample cuvettes and ammonium persulfate to reference cuvettes. (B and E} Reduced plus CO munus reduced difference spectra, Membranes
» both cuvettes were reduced by duthionite and CO gas bubbled through sample cuvettes (C and F) Reduced plus 10 mM KCN munus exdized spectra Sample
ivettes were reduced with dithionite in the presence of 1.0 mM KCN, Reference cuveites were onidized with ammonum persultate. All samples contamned 2.5 mg of
wmbrane piotein mi™1, Cells weie collected at early stationary phase once they reached Oe,, = 2.5 (low NH™,) and 6 10 § (lugh NH" ).

ignificantly low, but a peak at 626 nm (Fig. 3D) was clearly
pparent, suggesting the presence of a cytochrome bd. That
onclusion was reinforced by the CO difterence spectrum (Fig.
E}; it showed a weak signal at 389 nm for the cytochrome
-CO compound and conspicuous signals at 620 (through) and
36 nm (peak}); thesc data would be consistent with the pres-
nce of a cytochrome d-CO-type compound.

Taken together, the results indicate that when culture re-
uirements for nitrogen arce satisfied by an excess of ammo-
tum, nitrogenasc is not expressed, and that eytochrome bd
ecms to replace eytochrome ba as the main putative oxidase in
, digzotrophicus. Moreover, when a culture grown for 24 h
Kra =150, ODs = 1.2) in 1.0 mM NI, ' was switched to
NH,; " -dependent growth by incicasing the (NH,),50, concen-
ration 1o 40 mM (results not shown), there was 2 change in the
amposition of terminal oxidases; Lo, eytocliome bdf was spec-
rocopically detectable alter 2.3 hin lugh N, " (O, = 1.5)
nd became the dominant oxidase 25 h fater (0D, = 3 2).
In the other hand. the high levels of evtochrone ba at the ame
f (NH 80, addition decreased steadily during N -de-
endent growth. Indeed. 5 hafter the addinen of (NHE)LS0
e eviochrome pattern regstered in whole celfs was vers sim-
Lz to that regisiered momembranes of celis obtamed hom

cultures in high ammonwm (Fie. 2E to F). On the other hand,
1t 18 noted that cytochrome bd was at no time detected in cells
removed from a control culture grown for 72 h in 1.0 mM
(NH,),50, medium (results not shown). These results contrast
with previous reports of experiments with Azotobacter vinelan-
dri that indicate that a cytochrome bd accounts for respiratory
protection of mitrogenase (18, 19, 34).

The ¢-type ¢ytochromes were further characterized m cells
grown on limited ammonum (Fig. 4A) and on cxcess ammo-
nium (Fig. 4B). Treatment of membranes with 0.2% Triton
X-100 caused sclective solubilization of ¢-type cytochromes
(spectra ¢ i Fig. 4). while b-. ¢-. and d-type cytochromes
remaincd attached to membrane residues {spectra b). com-
pared to spectra of whole membranes (spectra a). SDS-PAGE
analysis of membranes and 0.2% Triton X-100 fractions
showed that cetls grown on hmited ammonium (Fig, 4A) are
rich 1 ¢ -tvpe eytochromes; four bands (67, 56, 52, and 45 kDa
[lanes a,; and a.]) postive for peroxidase (33) were apparent
The bands of 67,36, and 45 kDa weie released by (L2% Triton
X-100) (lane b)Y, but the 52-kD2a band remained meminane
bound {lane ¢). Membranes of cells grown m lugh ammonium
(Fie 4B) contamed deereased fevels of e-type evtochromes,
and only the 43-kDa band was present at sgniticant levels, In
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G. 4. c-type cytochromes associated with membranes of A. diazotrophicus PALS grown aerobically m LGIP medium supplemented with 1.0 mM (A) or 40 mM
NH,),80,. Membranes {50 mg of protein) were extracted with 5 0 ml of 0.2% Triton X-100 in 30 mM potassium phosphate (pH 6 0) for 2 h at 4°C. Membrane
lues were sedmented at 140,000 X g for 1 h. SDS-PAGE and peroxidase stain of heme C-containmg protems of whole membranes (lanes a, and a, ), membrane
lues after 0.2% Triton X-100 treatment (lanes b}, and supernatant after 0.2% Triton X-100 treatment (lanes ¢). Ditluonite-reduced minus persulfate-oxidized
tra at 77 K were obtained from the same samples with spectra a to ¢ as above. The protein contents for spectra a. b, and cwere 3 0, 4.0, and 1.0 mg ml ™', respectively.
protein contents in SDS-PAGE of samples i panel A were 80, 160, 940, and 1,000 ug for samples a;, a,, b, and ¢, respecthvely; those in panel B were: 500 pg for
le a; and 1,000 wyg for samples a,, b, and ¢ SDS treatment removes nencovalently beund hemes Henee, a peroxidase stain on $SDS-gels specifically reveals e-type

chromes

-respect, 1t is noted that alcohol dechydrogenases (28, 31)
aldchyde dehydrogenases (3) of acetic acid bacteria con-
1 subunits beanng cytochrome ¢, with molccular masses
ging from 45 t¢ 82 kDa. In consonance with these obser-
ons, our 0.2% Triton X-100 supernatant of cells grown on
ited ammonium was rich m dehydrogenase activities for
anol and acetaldehyde {data not shown) and the membranc
dues, depleted of cytochromes ¢, retamed full capacity for
cose and NADH oxidation (data not shown).

he concentration of each type of cytochromes was calcu-
d from specetra recorded at room temperature; the results
ble 1) showed that the concentration of b-type cytochromes
similar in membranes of both types of cells. On the other
d, in cells grown in Jow ammomum, the concentration of
pe and a-type cytochromes was 2- and 10-fold higher, re-
ctively than in cells grown in hugh ammonium. Cytochrome
as deteeted at high concentrations only 1 the latter type of
S.

Temes. Hemes were eatracted, purificd from membranes,
Lanalyzed by 1everse-phase HPLC (Fip. 3): the columin was
brated with hemes AL B, and OO Samples purified trom
divzonophicys grown on limited ammonum (Fig. SA)
wed two main peaks with retentton times of 285 and 374
1, correspandmg to henses Band AL tespecnvels A dilferent

heme composition was observed in cells grown in high ammo-
nivm (Fig. 5B). The expected peak for heme B and a small
peak for heme A were observed. Heme D was not detected by
the HPLC procedure we used (40), but its presence in cells
grown in high ammonium was confirmed by preparation of its

TABLE 1. Effect of ammonium concentraton in LGIP medium on
the composition of cytochromes associated with membranes
of A, duwzorroplicus PALS grown acrobically”

Amt of cytochrome (nmol/mg of

Oviochrame praten in ¢ells grown m,

Low ammonium High ammonmim

¢ 0.12 0.06
b 0.25 017
1,0 016 0.0
d-CO ND" 0.16

Y Cultures were pertormed ot 300C i FGIP medmm suppiemented with 1.0
mbd (low) ar A0 mM (lugh) (NTLY S0, moa 20-lerworking-velume termenter
spatged with 32 liters of wir i and stmed at 230 pm (K - 1oY) Cells
were collected ol eanly stson oy phose O0 0 75 (ow ammomsmy aud 6 1o
S hagh anmonwn}

WD net detected
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FIG. 5 Reverse-phase HPLC chromatograms of the membrane-bound
emes from A, diazotrophicus PALS grown aerobically jn LGIP medum supple-
nented with 10 mM (A) or 40 mM (B) (NH,),SOQ,. The system was calibrated
iith the followmg standards: hemes B and O extracted from membranes of
> coli, hemes B and A extracted from subrmtochendrnial particles from bovine
icart, and photoheme IX obtained from Sigma Chemical Co. The retention
imes for the standards and hemes of A. diazorrophicus were as follows: heme B,
8.5 min; heme A, 31.4 min; heme O, 34 rmn The relative amounts of hemes B
nd A were estimated to be 1.0:0 26 (A) and 1.0:0.042 (B).

yridine hemochrome derivative (results not shown). We also
ound that heme O (retention time = 34 min) was not detected
n either of the two types of cells.

Respiratory activities. Membrane particles of A. diazotroph-
us grown in medium with low ammonmum had respiratory
pecific activities higher than those of cells grown at high am-
nonium concentrations (Table 2). In decreasing order, NADH,
lucose, and acetaldehyde were the best physiological sub-

J. BACTERIOL.

strates for both types of cells. Oxidase activities with NADH,
acetaldehyde, and glucose were 2.2-, 2.9-, and 5.5-fold higher,
respectively in membrane preparations obtained from cultures
in low ammonium than in those from cultures in high ammo-
nium. The outstanding incrcase observed for glucose oxidase
was due to a 6.8-fold increment in the glucose dehydrogenase
activity. Gluconate, ethanol, and succinate were significantly
less efficient as electron donors in the two cell preparations.

It is noteworthy that the quinol TOH was oxidized at high
rates by both types of cell membranes whereas the TMPD-
ascorbate mixture was the poorest electron donor, suggesting
that terminal oxidases in both types of membranes belong to
the group of quinol oxidases (15).

Oxidase and dehydrogenase activities with glucose, acetal-
dehyde, ethanol, and gluconate determined at pH 6.0 {Table 2)
were 3-, 1.5-, 1.3-, and 1.2-fold higher respectively, than at pkH
7.4 (results not shown). For NADH and succinate, we found
that activities at pH 7.4 (Table 2) were 1.3- to 1.5-fold higher
than at pH 6.0 (results r:ot shown).

Cyanide inhibition. The oxidase activities with NADH, giu-
cose, and acetaldehyde were titrated with KCN in membranes
of cells grown in low ammonium (Fig. 6A). KCN inhibition at
the terminal oxidase step with all substrates tested was clearly
biphasic, and about 50% of the respiratory activity was abol-
ished by 100 uM KCN. The second kinetic component was
relatively resistant to the inhibitor. The residual membranes
obtained after treatment with 0.2% Triton X-100 (Fig. 4) ex-
hibited a fully active glucose oxidase which was significantly
more sensitive to the inhibitor; ie., 73% of the activity was
inhibited by 100 pM KCN. Triton X-100 treatment removed
most of the c-type cytochromes from the membrane (Fig. 4). It
is thus possible that the cyanide-resistant respiration in A. di-
azotrophicus involves c-type cytochromes, as shown for Glu-
conobacter suboxydans (31).

The cyanide titration curves for the same oxidase activities in
membranes of cells grown on high ammonium presented a
single cyanide-resistant component; i.e., the threc oxidases
tested retained more than 80% of their activity with 100 pM
KCN and about 45% survived treatment with 1.0 mM KCN. As
noted above, these types of membranes contain low levels of
c-type cytochromes and significant levels of cytechrome bd;
this oxidasc has becn described as typically resistant to cyanide
(20, 35). Trcatment of these membranes with 0.2% Triton

TABLE 2. Effect of ammonium concentration in LGIP medium on the respiratory activitics associated with membrancs
of A. dizotroplicus PALS grown acrobically”

Low ammonium®

High ammonium®”

Sulbwtrate . . : Lo.w,fhlgh ratio
Onadase activity Dehydrogenase activity Oxiduse activity Dehydrogenase activity tor oxidase
{ng-atems of Q) (nmol of ferricyamide) (ng-atoms of O.) (nmol of terricyanide)
(A 2824 2,563 1.203 1.693 22
Jlucose 2,085 2,180 379 319 5.5
\cctaldehyde 1,082 1,633 364 130 2.9
"HO-zscothate 750 363 2.0
iluconate 314 127 g1 34 34
‘thanol 235 326 141 84 .o
UCCInAte 235 680 172 209 1.3
MPD-ascorbate 141 108 I3

CCultres were peiformed on FGIE mediam sepplemented with FU mM (low ammomum) o 40 mM (ligh ammonm) (8NL,)L.80 a8 desenied m Table |

" Respraton rates were mensured polaographically with o Clath-tvpe electtode, while debydrogenase acivtios were determined spectiophotometncally with
olassim ferneyamde as the eleciton aceeptar I both eases, the speatfie actities per nullprnm of membiang protem per minute are displaved ach value i~ the
1ean of valies obtamed from dee imdivedual cultures The standard devianons were Jess than 1377 of the means given Actnities showtt are those abtaned at the
prmal pll glucose wetaldebyvde, ethanel and glaconate al pl o0 NaDH s sacandie o pH 74 Actanes sl THObeorkate aad TP e othade were

sl at po s o wimnnye the chemical oadation of these cogkt uls
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100

Oxidase activity {%)

04 0.8 ¢} 1.5
mM KCN

G 6. Cyamde inhibition of oxidase respiratory activities of 4. diazotrophi-
ALS grown aerobically in LGIP medum supplemented with 1.0 mM (A) or
M (B) (NH,),830, Ondase actvities for NADH (O), glucose (A), and
Idehyde ((0) :n membranes were titrated with KCN  Alternatively, the KCN
ion was performed on {A} glucese oxidase of membrane residues obtaned
treatment with 0.2% Tnior X-100 (see Results and Fig. 4) The membrane
in used, assay conditions. and oxidase specific activities were similar to
 shown in Table 2

00 did not modify the cyanide titration curve significantly
. 6B).

DISCUSSION

. diazotrophicus belongs to the selected group of bacterial
ies endowed with the capacity for mitrogen fixation; it is
arkable that this ability can be demonstrated in culture and
eased by aerobic conditions (reference 39 and this work).
s peculiar life-style requires an efficient mechanism for pro-
ion of nitrogenase activity from deleterious oxygen (21—
Therefore, it s relevant that we found that A. diazotrophi-
PALS grown in well-acrated media possesses a respiratory
cm with the following remarkable features.

) It had an amazingly high respiratory capacity. The re-
atory rates with NADH and glucose determined here (Ta-
2) arc among the highest ever reported for acrobic bacteria
- cxamples in references 6, 13. 21, 29, and 30).

1) The O, demand of A. dazotrophicus during N,-depen-
t growth was sufficient to remove continuously dissolved O,
cell-acrated cultures. thus producing an adequate intracel-
r environment for mitrogen fixation. In fact, within the &, «
e tested (e, 24 10 145 mmol of O, liter™! h™ 1), the O,
ply 10 the medium was the limiting step rate for Ny-depen-
U growth.

it} Respiration of glucose deserves special consideration.
ar and Boiardi (14) showed that glucose dehydrogenase
vity increased when A, diczotroplicus was grown under
open-fixing conditions. Along these lines, Alvarez and Mai-
7-Drets (1) suggested that the catalyue site of this enzyme
s the penplaste space, thus enabling oxidation without
neation. As expeeted for an enzvme whose catalyuie site 18
ted o the outer cadic medm. we tound that the glucose
brhon rate at pH 00 was thieetold tigher than ot pH 74,
swises we tound that the dehvdrogenase activities for acet-
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aldehyde, ethanol, and gluconate were higher at pH 6.0 than at
pH 7.4. The ample number of dehydrogenases feeding elec-
trons to the respiratory system without medation of NAD
{reference 1 and this study) would seem to provide a varied
menu of direct electron donors that ensure sufficient electron
flux for ATP synthesis and oxygen consumption.

(iv) Cytochrome @, (cytochrome ba) seems to be the major
oxidase expressed during aerobic N.-dependent growth, This
enzyme, rare among bacteria, was identified by its CO differ-
ence spectrum and by the intensification of its c-band at 589
nm when cyanide reacted with the reduced form. Its charac-
teristics were similar to those of the weli-established cyto-
chrome a, of A. aceti (29). The presence of heme A in mem-
branes of cells grown aerobically at low NH™, concentrations
was confirmed by HPLC analysis.

(v) Interestingly, a bd-type cytochrome is absent in cells
displaying nitrogen-fixing ability during acrobic growth in lim-
iting NH™,. However, the spectral features of a bd-type cyto-
chrome were conspicuous in membranes of aerobic cells
grown in excess NH™,. These results contrast with previous
reports of studies with Azorobacter vinelandii, where a bd-
type cytochrome plays the major role in the respiratory pro-
tection of nitrogenase while a bo-type oxidase seems to be
involved in a coupled step in the generation of ATP (21, 24,
32). The presence of a bo-type cytochrome in 4. diazotrophicus
could not be confirmed in cells grown in low-NH,™ cultures,
suggesting that the putative oxidase ba might play the role of a
highly coupled site.

Membranes of A. diazotrophicus grown in low NH™, were
rich in c-type cytochromes with high molecular masses. By
analogy to the respiratory chain of G. suboxydans (2, 4}, A.
methanolicus (30}, and 4. acen (31), these ¢-type cytochromes
could function as electron carriers in the segments preceding
ubiquinone, i.e., those associated with primary dehydroge-
nases. It is known that aicoho! and aldehyde dehydrogenases
from A. aceti (31}, A. methanoficus (30). and G. suboxydans (3,
4} contain subunits bearing ¢-type cytochrome with molecular
masses that range from 40 to 80 kDa. The values are within the
range of those found in this work {i.e . 67, 56, 52, and 45 kDa
[Fig. 4]). The TMPD oxidase activity registered here (Table
2) was neghgible, thus discounting a role for cytochrome ¢ in
the high-potential side of the respiratory system. Moreover,
ubiquinol cytochrome ¢ reductasc activity could not be de-
tected in membranes of A. diczotrophicus with NADH as an
¢lectron donor and horse cytochromes ¢ as an electron accep-
tor in the presence of 2 mM KCN (results not shown).

Oxidase ba could be idenuficd as the highly sensitive target
for KCN in cells obtained from low-NH™, cultures. The high-
molccular-mass ¢-type cytochromes might be components of
the KCN-resistant branch. since its selective releasc from
membranes by Triton X-100 results in a membranc prepara-
tiont that was morc sensitive to the inhibitor.

Here we presented persuasive cvidence suggesting that the
ammonium concentration i the culture plays a determinant
role m the cxpression of components of the respiratory system
of A. diazotrophicus. This could be a unique property among
acetic acid bacteria, It is noteworthy that the levels of glucose
dehydrogenase, o-type cytochromes, and alternative oxidases
ba and hd arc strongly affecred by ammaoninm concentration in
media and that all this scems to be related to the unique
hic-style of A digzomrophtens as a facultative dinzotroph among
acetic acid bactera,

Although there is an underlving simiarity 1 the ergamza-
ton of respiratory systems of acete aaid bacteria, there s still
stenificant variation m its indiniduad companents, mainly at the
level of the terminal ondases  Presions doscrptions of this




94 FLORES-ENCARNACION ET AL.

Glucose Gluconate

J. BACTERIOL.

Periplasm

Ethanol Acetaidehyde

N AN

\k

vg —

Cyta, -— Q,

Dominant oxidase pathway:

{Low-NH,* growth)

/ I \.Cyf d—0op 02 (High-NH,- growth)

" N

NADH Succinate

Cytoplasm

FIG. 7. Postulated composition and organization of the aerobic respiratory system of 4. diazotrophicus PALS. Cytochrome a, (also called ba) putative oxidase is
=ferentially expressed 1n No-fixing cells, while eytochrome bd putative oxidase 1s conspicuous in cells grown with excess N H,* Respiratory actnities, notably giucose

\dase, ate higher in cells displaying dizzotrophie actwvity. Cyt, cytochrome.

bject (1, 4, 27-31) show that the distinct members of the
oup so far described can be distinguished by the possession
" personalized sets of terminal oxidases. Hence, the presence
 cytochromes ba and bd as terminal oxidases in A. diazotro-
ticus constitutes a distinctive set among acetic acid bacteria.

Figure 7 illustrates our proposal for the composition and
ganization of the respiratory system of A. diazotrophicus, as
e]l as its variations according to the ammonium concentration
 well-zerated cultures.

The low-redox-potential side will be composed of several
=hydrogenases directly coupled to the respiratory chain, in-
uding flavoprotein dehydrogenases for NADH and succinate
ith the catalytic site facing the cytoplasmic side of the mem-
rane. The catalytic sites of quinoprotein glucose dehydroge-
ase and cytochrome ¢-containing dehydrogenases for ethanol
1d acetaldehyde are oriented facing the periplasmic space. A
higuinone pool will collect reduced equivalents from all fune-
onal dchydrogenases, which in turn will transfer electrons to
rtochrome a, quinol-oxidase. Alternatively, cells grown in
wcess NH™, and under azrobic conditions will contain cyte-
wrome bel quinol oxidase and limited amounts of eytochrome
;; cyanide acts on the eytochrome ¢, terminal oxidase. Mem-
ranes of A. diazowophicus showed significant levels of cya-
ide-resistant respiration, which was sclectively abolished with
w concentrations of Triton X-100 (Fig. 6A). The nature of
1c components involved in this respiration remawms io be
iplored, but in other work cytochrome ¢qzs (subumt IT of
lcohol dehydrogenase) has been implicated as the main com-
onent of the cyanide-insensitive oxidase bypass of G. suboxy-
ans (31)

Under nitrogen-fixing conditions, a iapid respiratory clee-
0N transporl activity will be required to keep intracellular
xygen lension at very low levels. This could be accomplished
wough the high cxpenditute of ATP in nittogen fixation and
physiofogical mechamsm that carries out a high rate of un-
supled electron transpor . An uncoupled respiratory pathway
yanide resistant) and chemical uncoupling (aciditication)
ave been proposed m G sehowdans and in A aceti respee-
velve (31) AU dwzoropfucns PALS has one ol the highest
nown rates of respuittion and. very probably, the abiity to
djust ils oxvgen consumption to malch wide varations in its
wien supply . Rapid tespiration would be able to provide
tespiatory pratection”™ to the oxveen-labile mrogenase dure-
1w aerohic diasatrophy,
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