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…El diablo es el que tiene respecto a Dios las más vastas perspectivas; 

por eso se mantiene tan lejos de él. ¿No es acaso el diablo el amigo más 

viejo del conocimiento? 
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1 Introducción  

 

1.1 Los microorganismos endófitos 

 

Los microorganismos endófitos son bacterias y hongos que viven sin causar daño 

en el interior de células o tejidos de plantas durante una parte de su ciclo de vida, 

y estos pueden localizarse en espacios intracelulares, intercelulares o en el tejido 

vascular [66]. Especies de los géneros Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, 

Erwinia y Xanthomonas han sido aislados frecuentemente de diversas plantas [75]. 

 

Se ha considerado que los organismos endófitos podrían tener algunas ventajas 

competitivas con respecto a las bacterias asociadas a las rizósferas, ya que la 

cantidad de nutrientes en el interior de la planta es mayor y el número de 

organismos endófitos es menor [44]. Además, existe una interacción más estrecha 

entre la bacteria y la planta hospedera, ya que la bacteria produce nutrientes y 

fitohormonas que estimulan el desarrollo de la planta. 

 

1.2 La familia Acetobacteraceae 

 

La familia Acetobacteraceae pertenece a las α-Proteobacterias, que son  bacterias 

Gram negativas, aeróbicas estrictas y se caracterizan por llevar a cabo la 

fermentación oxidativa (oxidación incompleta de azucares y alcoholes) [58]. Estas 

bacterias catalizan  activamente la oxidación de etanol, D-glucosa, D-sorbitol y 

glicerol, por lo que tienen gran importancia comercial ya que son productoras de 

vinagre y precursores de la vitamina c, entre otros (Figura 1). 
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Figura 1. Sistemas de oxidación de alcoholes y azúcares presentes en la membrana citoplásmica 
de las bacterias acéticas y otros géneros bacterianos. La mayoría de las PQQ-deshidrogenasas 
tienen sus sitios catalíticos orientados hacia el espacio periplásmico. GDH, glucosa 
deshidrogenasa; ADH, alcohol deshidrogenasa; FDH, fructosa deshidrogenasa; GLDH,         
glicerol deshidrogenasa

 [35]
.      

 

La taxonomía de las bacterias acido acéticas ha sufrido muchos cambios en los 

últimos 30 años debido al desarrollo de nuevas técnicas. Gradualmente se 

desarrollaron técnicas quimiotaxonómicas y moleculares por lo que se propuso la 

familia Acetobacteraceae [19] con base en la hibridación de rRNA-DNA. A finales de 

los ochentas, Gillis [37] describió una nueva especie de la familia Acetobacteraceae 

basándose en un método polifásico la cual nombró A. diazotrophicus. 

Posteriormente el primer estudio filogenético basado en el la secuencia 16S rRNA 

mostró que este organismo forma un grupo en la subclase alfa dentro de las 

Proteobacterias [73]. Otro cambio se introdujo cuando Yamada propuso el género 

Gluconacetobacter en con base en la secuencia parcial de gen del 16S rRNA y el 

tipo de ubiquinona [84], debido a esto las especies; A. xilinus, A. liquefaciens, A. 

hansenii, A. diazotrophicus y A. europaeus se transfirieron al género 

Gluconacetobacter. 

Hasta el momento la familia Acetobacteraceae cuenta con 45 especies en 10 

géneros los cuales son: Acetobacter, Acidomonas, Asaia, Gluconacetobacter, 
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Gluconobacter, Granulibacter, Kozakia, Neoasaia, Saccharibacter y 

Swaminathania (tabla 1).  

 

En la familia Acetobacteraceae se encuentran especies capaces de fijar nitrógeno 

atmosférico (Acetobacter nitrogenifigens, Acetobacter peroxydans, 

Gluconacetobacter johannae, Gluconacetobacter azotocaptans, 

Gluconacetobacter diazotrophicus, Gluconacetobacter kombuchae y 

Swaminathania salitolerans) [72]. Gluconacetobacter diazotrophicus se ha reportado 

como modelo de bacteria endófita, considerando algunas de sus características 

importantes: esta bacteria produce auxinas, como el acido indol acético [36,10] así 

como citocinas [45]; además, tiene la capacidad de fijar nitrógeno [13], secretando el 

50% del nitrógeno fijado [15]. 

 

Característica 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Producción de acido acético 
Oxidación de: 
    Acetato a CO2 y H2O 
    Lactato a CO2 y H2O 
Producción de acido ceto-D-
gluconico: 
    Acido 2,5-diceto-D-gluconico 
    Acido 5-ceto-D-gluconico 
    Acido 2-ceto-D-gluconico 

Producción de ϒ-pironas de: 
    D-glucosa 
    D-fructosa 
Producción de acido de: 
    L-arabinosa 
    D-arabinosa 
    D-xilosa 
    L-ramnosa 
    D-glucosa 
    D-galactosa 
    D-manosa 
    D-fructosa 
    L-sorbosa 
    Melobiosa 
    Sacarosa 
    Rafinosa 
    D-manitol 
    D-sorbitol 
    Dulcitol 
    Glicerol 
    Etanol 
Desarrollo en presencia de 30% 
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Tabla 1. Características diferenciales de los géneros de la familia Acetobacteraceae. Los 
géneros son listados como:1, Gluconobacter. 2, Acetobacter. 3, Gluconacetobacter. 4, 
Acidomonas. 5, Asaia. 6, Kozakia. 7, Swaminathania. 8, Saccharibacter. 9, Neoasaia. 10, 
Granulibacter. Los símbolos indican; +: positivo; -: negativo; P: Poca actividad; V: variable; Nd: no 
determinado 

[14]
. 
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1.3 Gluconacetobacter diazotrophicus 

 

Ga. diazotrophicus  fue aislada por primera vez por Cavalcante y Döbereiner [13],  a 

partir de raíces y tallos de diferentes variedades de caña de azúcar (Saccharum 

officinarum), cultivadas en Brasil. La bacteria recibió el nombre de Saccharobacter 

nitrocaptans [13]; poco tiempo después, se le cambio el nombre a Acetobacter 

nitrocaptans. Posteriormente, basándose en  experimentos de hibridación 

RNA/DNA y DNA/DNA, en la presencia de flagelación perítrica y en la capacidad 

de oxidar acetato y lactato hasta CO2 y agua, recibió el nombre oficial de 

Acetobacter diazotrophicus [37].  

 

Debido al esquema propuesto posteriormente por Yamada y colaboradores [83] 

para la taxonomía de la familia Acetobacteraceae,  este fijador de nitrógeno es 

referido actualmente como Gluconacetobacter diazotrophicus.  

 

1.4 Fijación biológica de Nitrógeno 

 

En la fijación atmosférica del nitrógeno, la energía lumínica rompe la molécula y 

rinde nitrógeno atómico, que se combina con el oxígeno del aire formando óxidos 

de nitrógeno. Estos se disuelven en el agua de lluvia dando nitratos que son 

llevados a la tierra. La fijación atmosférica de N2 contribuye aproximadamente con 

el 5-8% del total del nitrógeno fijado anualmente. 

 

 En la fijación industrial, empleando elevadas presiones, a una temperatura de 

600°C y con el uso de catalizadores, el N2 y el hidrógeno gaseoso (H2) se 

combinan para formar amoníaco (NH3). El amoníaco puede ser usado 

directamente para fertilizar, pero su mayoría es procesada transformándolo en 

urea ((NH2)2CO) y/o nitrato de amonio (NH4NO3). Esta forma de fijación contribuye 

en un 25% del total del nitrógeno fijado anualmente.  
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El porcentaje restante del nitrógeno fijado (aproximadamente un 65%), es el 

resultado de la Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN), que puede ser 

considerada como "la habilidad que poseen algunas especies de microorganismos 

(bacterias y Archaea) de convertir el nitrógeno atmosférico en amonio". Esta 

reducción del nitrógeno es debida al complejo enzimático de la nitrogenasa. El 

sistema de la nitrogenasa transfiere un total de 6[H] al N2 y libera 2[H] como 

hidrógeno molecular (H2). El amoníaco es el primer producto identificable de esta 

reacción enzimática:  

 

Los microorganismos fijadores de nitrógeno pueden ser aerobios, anaerobios, 

Gram (+), Gram (-), heterótrofos, autótrofos o fotótrofos, y su  única característica 

en común es la fijación biológica de nitrógeno. 

 

La FBN requiere de una elevada cantidad de energía. Además de la energía 

necesaria en forma de equivalentes reductores, el complejo de la nitrogenasa 

requiere de otra fuente de energía química, la cual es obtenida de la hidrólisis del 

ATP (16 moléculas de ATP por cada molécula de N2 reducida). 

 

Todos los complejos de la nitrogenasa conocidos a la fecha, son inhibidos por la 

presencia del oxígeno molecular [43], por lo que muchos microorganismos solo 

llevan a cabo la fijación de nitrógeno en condiciones de anaerobiosis o 

microaerofília. Aquellos organismos capaces de fijar nitrógeno aeróbicamente 

deben proteger a la nitrogenasa de su inactivación, en respuesta a la presencia de 

oxígeno en el medio [60]. Como resultado de estudios sobre la capacidad que tiene 

Azotobacter chrococuum para adaptarse a diferentes concentraciones de oxígeno, 

se postuló  el concepto de “Protección Respiratoria” [17]. La “Protección 

Respiratoria” se define como  el mecanismo mediante el cual se protege a la 

nitrogenasa del efecto inactivador del oxígeno y se permite por tanto la actividad 

diazótrofa, aún a concentraciones altas de oxigeno.  Este mecanismo de 

protección es el resultado de la alta tasa respiratoria de la bacteria, que consume 
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el oxígeno a nivel de la membrana y así,  abate su concentración en el interior de 

la célula. Además, la elevada actividad respiratoria acoplada, provee la energía 

suficiente para sostener el alto costo energético de la fijación de nitrógeno: de 16 a 

18 ATP´s/ mol de N2 fijado [69,13]. Ga. diazotrophicus que es un organismo aerobio 

estricto, puede realizar la fijación de nitrógeno sin ningún problema en condiciones 

aeróbicas a pH´s tan bajos como 3.0 [74], llevando al cabo la Protección 

Respiratoria de la nitrogenasa. 

   

1.5 Bioenergética bacteriana 

 

La célula puede obtener la mayoría de las moléculas pequeñas que necesita del 

exterior o sintetizarlas a partir de moléculas más simples. No obstante, las 

macromoléculas son siempre sintetizadas en el interior de la célula. 

  

La síntesis en la célula requiere la utilización de energía química, la cual puede ser 

obtenida entre otros caminos, por reacciones de oxidación-reducción. En las 

reacciones bioquímicas las oxidaciones y reducciones implican frecuentemente la 

transferencia no solo de electrones, sino también de átomos completos de 

hidrógeno. 

 

 En la respiración aeróbica, proceso que implica la oxidación hasta CO2 de las 

moléculas combustibles, vía la glucólisis y el ciclo de Krebs y en el que se utiliza 

O2 como aceptor final de electrones; estos procesos permiten la mayor liberación 

de energía debido a la gran diferencia de potencial redox entre los donadores 

primarios de electrones y el oxígeno, la energía liberada se acopla la síntesis de  

ATP. 

 

Las bacterias ácido acéticas no realizan glucólisis, debido a que carecen de  

fosfofructocinasas; en cambio, llevan al cabo la oxidación incompleta 

(fermentación oxidativa) de un amplio espectro de azúcares, alcoholes y polioles 

[58] y excretan los aldehídos y ácidos orgánicos formados ya sea transitoriamente o 
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como productos finales no utilizables; este proceso está íntimamente ligado a una 

cadena respiratoria corta que permite la rápida oxidación de sustratos llevada a 

cabo por diversas deshidrogenasas membranales dependientes de PQQ.  

 

1.6 Transportadores de electrones. 

 

En las células, la transferencia de electrones en reacciones de oxidación-

reducción, se da  través de intermediarios conocidos como “transportadores de 

electrones”. Cuando se usan tales transportadores, el donador inicial es el 

donador primario de electrones y el aceptor final es el aceptor terminal de 

electrones. 

 

Los transportadores de electrones intermediarios pueden dividirse en dos clases 

generales: aquellos que difunden libremente y los que están firmemente enlazados 

a enzimas de la membrana citoplasmática. Aquellos que difunden libremente, 

incluyen las coenzimas nicotinamida adenin dinucleotido (NAD+/NADH) y NAD-

fosfato (NADP+/NADPH); estas  moléculas transfieren dos átomos de hidrógeno y 

dos electrones al siguiente transportador de la cadena (deshidrogenación). 

 

Los transportadores pueden estar asociados a membranas. Las funciones básicas 

de estos sistemas son las de aceptar electrones de un donador y transferirlos a un 

aceptor, conservando algo de la energía liberada durante esta transferencia para 

la síntesis de ATP. 

 

Existen distintas enzimas de oxidación-reducción implicadas en el transporte de 

electrones: NADH deshidrogenasas, transportadores que contienen riboflavina y 

flavin mononucleotido (FMN) o flavin adenin dinucleotido (FAD), que transfieren 

átomos de hidrógeno a través de sus equivalentes reducidos; proteínas con hierro-

azufre y citocromos, que son proteínas que contienen un anillo porfirínico o hemo. 

Además, existen los transportadores no proteicos, como las quinonas hidrofóbicas; 

las quinonas pueden difundir libremente a través de la membrana[32
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1.7 Proteínas dependientes de pirrolo-quinolin-quinona. 

 

No se tenía conocimiento de que las quinonas pudieran funcionar como 

cofactores hasta que se caracterizó la enzima metanol deshidrogenasa de las 

bacterias metilotróficas. Los primeros estudios realizados mostraron que está 

enzima contenía un grupo poco común y se le confundió con una pteridina. 

Recientemente se han descrito variados ejemplos de enzimas bacterianas que 

contienen quinonas y se les ha llamado “quinoproteínas o quinoenzimas” [26,35]. 

 

 Las quinoproteínas constituyen un grupo muy diverso y heterogéneo de 

proteínas, que difieren de aquellas dependientes de nicotin y flavin nucleótidos 

[65]. Las quinoproteínas utilizan como cofactor o-quinona para degradar 

alcoholes, azúcares o aminoácidos. El grupo de las quinoproteínas 

dependientes de PQQ, incluye a múltiples enzimas con actividad de 

deshidrogenasa, algunas oxidasas y también a ciertas descarboxilasas 

bacterianas [59].  

 

El grupo PQQ se obtuvo por primera vez desnaturalizando la enzima metanol 

deshidrogenasa; Salisbury y colaboradores [70], aislaron un derivado y 

propusieron una estructura para la coenzima. Basados en su nombre químico 

2, 7,9- tricarboxi-1H-pirrolo (2, 3, f) quinolina–4,5-diona, el nombre sistemático 

pirrolo-quinolina quinona (PQQ), fue propuesto por Duine y colaboradores [30], 

en lugar del nombre trivial metoxantina el cual había sido sugerido en un 

principio [70]. Después de ser reportado como grupo prostético de la enzima 

metanol deshidrogenasa, también se reportó que algunas otras 

deshidrogenasas poseían este cofactor. En 1964 Hauge [42] demostró que la 

glucosa deshidrogenasa de Acinetobacter calcoaceticus contenía un cofactor 

desconocido, que posteriormente se identificó como PQQ [27]. Este 

descubrimiento planteó la existencia de una tercera clase de deshidrogenasas, 

las deshidrogenasas PQQ-dependientes, pertenecientes a un grupo de 

proteínas que a partir de ese momento se comenzaron a denominar 

Quinoproteínas. Los grupos prostéticos que estás enzimas presentan, son 

derivados de o-quinonas y se ha determinado que pueden ser PQQ, LTQ (lisil 

tirosil quinona), TPQ (topaquinona) o TTQ (triptofil triptofanquinona) [25]. 
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Todas las deshidrogenasas dependientes de PQQ parecen ser membranales 

siendo activas en el espacio periplásmico [28], exceptuando la glucosa 

deshidrogenasa soluble, PQQ-dependiente de Acinetobacter calcoaceticus [29]. 

 

Las bacterias acéticas y otras bacterias Gram negativas como Pseudomonas, 

Klebsiella, Acinetobacter, Methylobacterium y Arthrobacter, poseen un conjunto 

de PQQ-deshidrogenasas que oxidan una amplia variedad de alcoholes y 

azúcares [11,6]. Muchas de ellas, se encuentran asociadas a la membrana 

citoplásmica y poseen su sitio catalítico orientado hacia el lado periplásmico, lo 

que les permite oxidar directamente el sustrato. Estas enzimas son importantes 

debido a que participan en la oxidación de sustratos desde el exterior celular, 

pueden estar acopladas a la cadena respiratoria y por lo tanto a la producción 

de ATP [7,58].  

 

Muchas bacterias pueden sintetizar grandes cantidades de PQQ y excretarlo al 

medio. La cantidad de PQQ excretado puede variar entre 1 μg/ml a 1 mg/ml, lo 

cual depende de la composición del medio de crecimiento; se sabe que la 

tirosina y el ácido glutámico son los precursores del grupo PQQ [35] 
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2 Antecedentes 

 

2.1 Cadena respiratoria de Ga. diazotrophicus. 

 

En las bacterias, los sistemas respiratorios son  un conjunto de  flavoproteínas  

Fe-S, quinoproteinas, quinohemoproteinas, quinonas liposolubles y citocromos 

organizados de forma asimétrica en la membrana, formando una cadena que 

transporta electrones desde proteínas con un potencial redox negativo, hacia uno 

positivo, en una serie de reacciones redox hacia un aceptor final, generando un 

gradiente protón motriz transmembranal que conduce a la formación de ATP por 

un complejo F1F0 de la ATPsintetasa [32] o empleado para el transporte activo 

secundario. 

 

Las oxidasas terminales participan en la reducción del oxigeno, aceptor final de la 

cadena respiratoria de bacterias aeróbicas [58]. Hay dos grupos en los cuales se 

dividen las oxidasas terminales, las quinol oxidasas que reciben electrones desde 

el quinol (quinona reducida) y las citocromos c oxidasas, que reciben los 

electrones desde el quinol a través del complejo III mitocondrial y el citocromo c 

soluble como donador directo. Los sistemas bacterianos pueden presentar dos o 

más oxidasas terminales con diferente afinidad al oxigeno, permitiendo la 

adaptación a un intervalo amplio de concentraciones de oxigeno presentes en el 

medio [58]. 

 

La cadena respiratoria de Ga. diazotrophicus está compuesta por diversas 

deshidrogenasas membranales que donan sus electrones directamente a la UQ10 

membranal (figura 2) [34], aunque también presenta UQ9 en muy baja 

concentración [39]. Algunas deshidrogenasas presentes en Ga. diazotrophicus 

tienen su sitio activo orientado hacia el citoplasma: la NADH deshidrogenasa y la 

succinato deshidrogenasa. Mientras que otras tienen el sitio activo dirigido hacia el 

espacio periplásmico: la PQQ glucosa deshidrogenasa (PQQ-GDH), la PQQ 
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alcohol deshidrogenasa (PQQ-ADH) y la PQQ aldehído deshidrogenasa (PQQ-

ALDH), entre otras [34]. 

 

 

 

Figura 2. Composición de la cadena respiratoria de Gluconacetobacter diazotrophicus. Las PQQ 
deshidrogenasas para glucosa (PQQ-GDH), etanol (PQQ-ADH), aldehído (PQQ-ALDH) y las 
deshidrogenasas membranales para NADH (NADH-DH) y succinato (Succinato-DH) transfieren 
electrones a la ubiquinona 10 (Q10), quien a su vez, transfiere los electrones a las oxidasas 
terminales. 

 

 

Ga. diazotrophicus únicamente posee quinol oxidasas terminales, cuya expresión 

está regulada por la concentración de amonio en el medio de cultivo [34]. Cuando la 

concentración de amonio es baja, la bacteria fija nitrógeno atmosférico y expresa 

dos oxidasas terminales: citocromo ba3 resistente a cianuro y citocromo bb3 

sensible a cianuro [39]; en condiciones de alta concentración de amonio (sin fijación 

de nitrógeno) la oxidasa ba3 es sustituida por una oxidasa bd. 

 

Las deshidrogenasas tienen un papel importante en la fijación de nitrógeno, 

debido a que la alta tasa respiratoria promovida por ellas, consume el O2 del 
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medio, disminuyendo su concentración en el citoplasma y evitando la inhibición 

irreversible de la nitrogenasa [34].  

 

Resultados obtenidos por el grupo del Dr. Escamilla sugieren que la PQQ-glucosa 

deshidrogenasa membranal (PQQ-GDHm), es una enzima constitutiva y un 

componente del sistema respiratorio clave en la diazotrofia aeróbica de Ga. 

diazotrophicus. Ga diazotrophicus es una bacteria endófita de la caña de azúcar y 

crece en medios con altas concentraciones de sacarosa, por lo que se hace muy 

importante conocer y caracterizar los proceso de degradación de la glucosa y las 

enzimas o complejos enzimáticos que intervienen en ella.  

 

 2.2 Glucosa deshidrogenasa dependiente de PQQ. 

 

Los primeros estudios del metabolismo de la glucosa en bacterias acido acéticas 

indicaron que se metabolizaba principalmente por la vía de las fosfato-pentosas 

[18,67], ya que en Ga. diazotrophicus las enzimas claves de las rutas de Embden-

Meyerhof-Parnas (6-fosfofructoquinasa y 1-fosfofructoquinasa) y Entner-Doudoroff 

(6-fosfogluconato dehidratasa y 2-ceto-3-deoxifosfogluconato aldolasa) no han 

sido detectadas [3,9]. Se ha reportado que la oxidación directa de la glucosa en el 

espacio periplasmico es la vía mas importante en el metabolismo de la glucosa 

(figura 3) [9,74].  

 

La presencia de una glucosa deshidrogenasa pirrolo-quinolina quinona (PQQ) 

dependiente, responsable de la conversión periplasmática de glucosa a gluconato, 

fue reportada por Attwood y colaboradores [9] y está ligada a la cadena 

transportadora de electrones al transferir los electrones producto de la oxidación 

de la glucosa a la quinona [57].  
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Figura 3. Ruta de oxidación directa de la glucosa en Ga. diazotrophicus. 

 

Posteriormente fueron identificadas dos tipos de glucosas deshidrogenasa 

dependiente de PQQ: una soluble (sGDH) y una membranal (mGDH) en 

Acinetobacter calcoaceticus [27],  la mGDH se ha encontrado en otras bacterias 

como Pseudomonas sp. [29], Gluconobacter sp. [4], Klebsiella sp. [63]; Rhizobium sp. 

[11], mostrando estar extensamente distribuida entre las bacterias Gram (-). Las 

dos enzimas no muestran homología en sus secuencias ni similaridad en sus 

características cinéticas e inmunológicas (Tabla 2).  

 

 
          Tabla 2. Propiedades de la PQQ-GDH soluble y membranal 

 GDH membranal 
a[71] 

GDH soluble 
b[76,79] 

Tamaño Monómero  80-86 kDa     2 monómeros  50-57 kDa  

Estructura Superbarril con 8 propelas 
de 4 beta plegadas 

Superbarril con 6 
propelas de 4 beta plegadas 

pI 7.0 9.5 

pH óptimo 6 7 

Km 0.63mM 20 mM 

Vmax
 

24.8 
c 

4610
c 

Sustratos 
oxidables 

Glucosa,  monosacáridos, Glucosa y disacáridos 

Aceptores de 
electrones 

UQ. 
 

Desconocido 
 

Termoestabilidad Inactivación térmica a 55ºC 
en 20 min.  

Inactivación térmica a 40ºC en 
25 min.  

          
a
: Ga. diazotrophicus, 

b:
 A. calcoaceticus, 

c
 µmol de DCPIP reducidos por min. mg. 

          

La mGDH puede ser sintetizada como holoenzima (forma activa) o como 

apoenzima (con requerimiento externo de PQQ) y se ha reportado como una 

enzima monomérica de aproximadamente 86 KDa ligada fuertemente a la 

membrana por cinco segmentos transmembranales y un sitio de unión a PQQ muy 
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conservado en el dominio del carboxilo terminal. Su sitio catalítico ve hacia el 

periplasma [82]. En base a su tolerancia al EDTA, las PQQ-GDH’s se subdividen en 

dos tipos; sensibles a EDTA en las cuales el grupo PQQ puede ser fácilmente 

removido con EDTA (tipo I) y las tolerantes a EDTA en las cuales el grupo PQQ no 

puede ser removido con EDTA (tipo II) [23].  

 

Se ha propuesto que la mGDH tiene una estructura de superbarril homólogamente 

a la MDH [16] compuesta por ocho motivos W (figura 4), cada uno compuesto por 

cuatro hebras β-plegadas; el motivo W1 interactúa con el W8 (que cuenta con una 

parte formada por el dominio del amino terminal) para formar la proteína en forma 

de superbarril. 

 

 

Figura 4. Representación esquemática de la estructura secundaria de la PQQ-GDH en la cual se 
muestran los ocho motivos W (en forma de propelas), cada uno compuesto de cuatro hebras β-
plegadas (etiquetadas como A. B, C y D).También se representa el PQQ (esferas unidas con 
varas) y el ion metálico (esfera) 

[16]
. 

 
 

La mGDH posee una baja afinidad por la glucosa (Km del orden de mM) y una 

gran especificidad por el sustrato, convirtiendo aldohexosas y aldopentosas en sus 

correspondientes aldonolactonas [5,23], además de requerir iones de Ca2+ ò Mg2+ 
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para su actividad.  Algunos compuestos artificiales como metasulfato de fenazina 

(PMS) [64], 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) [41], Wurster’s Blue (WB) [23] y 

polímeros electro conductores [85] actúan como aceptores de electrones de esta 

enzima. 

 

La PQQ-GDHm tiene al parecer un mecanismo complejo por el cual transfiere 

electrones a la ubiquinona; se han encontrado dos sitios de unión a ubiquinona [61]; 

uno localizado cerca del PQQ, el cual lleva una ubiquinona ligada (quinona 

endógena) que ha mostrado ser importante en la actividad catalítica de la enzima. 

El segundo sitio de unión a ubiquinona transfiere electrones a la poza membranal 

de ubiquinona (figura 5) 

                                                                                             

 

Figura 5. Modelo de la topología de la PQQ-GDH membranal (mGDH) de E. coli y su mecanismo 
de transferencia de electrones a la ubiquinol oxidasa. El modelo muestra dos sitios de unión a la 
ubiquinona (UQ8); El QI en el cual tiene una UQ8 ligada y el QII que transfiere electrones a la poza 
de UQ8. Los electrones del PQQ reducido se transfieren a la UQ8 ligada y luego a la poza de UQ8 ó 
directamente a la poza de UQ8 

[61]
. 
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2.3 Importancia fisiológica de la PQQ-GDH 

 

La glucosa deshidrogenasa (PQQ-GDH) junto con una gluconato deshidrogenasa 

membranal (GaDH) constituyen la ruta de oxidación directa de la glucosa en Ga. 

diazotrophicus [9]. 

El gluconato puede ser metabolizado posteriormente por la vía de las pentosas 

fosfato (Figura 6) o la vía de Entner-Doudoroff [49]. En Gluconobacter oxydans, la 

glucosa puede ser fosforilada por una hexoquinasa a glucosa-6-fosfato y oxidada 

a 6-fosfogluconato [21]. 

 

 

Figura 6. Modelo del metabolismo del carbono y desarrollo de Ga. diazotrophicus. Vía de las 

pentosas fosfato (HMP), ciclo de los ácidos tricarboxilicos (TCA) [52]. 
 
 

En Ga. diazotrophicus, también se expresa simultáneamente una GDH 

dependiente de NAD+ como ruta intracelular de la oxidación de glucosa. 

 

 La PQQ-GDHm se expresa constitutivamente, [52] en todas las condiciones y 

fases del cultivo y está regulada por un eficiente uso de la fuente de carbono en 

condiciones en las que la demanda energética es alta; este tipo de regulación se 

observa en enzimas envueltas en el secuestro de sustrato o metabolismo de 

sobreflujo parecido al de G. oxydans que acidifica rápidamente el medio 

confiriéndole una ventaja competitiva frente a otras bacterias [21]. 
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La NAD-GDH también parece ser constitutiva pero se registra un aumento en su 

actividad en respuesta al exceso de la fuente de carbono. El gluconato es 

metabolizado posteriormente por la 2-cetogluconato reductasa y 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa [52]. Se ha observado que el desarrollo de la biomasa depende de 

la fuente de carbono (glucosa o gluconato) y de nitrógeno (N2 ó amonio), 

principalmente en condiciones de fijación de nitrógeno y gluconato como fuente de 

carbono, ya que se presenta un menor rendimiento en la producción de biomasa 

debido a que el gluconato es una forma más oxidada que la glucosa y la actividad 

de la PQQ-GDH no se presenta (por lo tanto hay un menor porcentaje de 

fosforilación oxidativa). La glucosa como fuente de carbono en condiciones de 

fijación de nitrógeno es una vía más eficiente para la producción de biomasa y la 

biomasa es sintetizada del gluconato y del amonio irrespectivamente de la fuente 

de carbono y nitrógeno [53]. 

 

Por otro lado la importancia fisiológica de la PQQ-GDH se presenta no solo en el 

poder reductor del grupo PQQ ya que además se ha reportado una alta eficiencia 

energética de la cadena respiratoria (incremento en los porcentajes de 

fosforilación oxidativa), y se ha sugerido que Ga. diazotrophicus es capaz de 

desarrollar mecanismos que llevan al mejoramiento en la producción de energía 

en presencia de aldosas y bajo fijación de nitrógeno las cuales son condiciones 

naturales en el interior de las plantas hospederas [51].  
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3 Objetivos. 

 

Objetivos generales. 

 Analizar  a la PQQ-GDH de Gluconacetobacter diazotrophicus en relación 

con dominios estructurales determinados por su secuencia de aminoácidos. 

 Investigar sobre la importancia de la PQQ- GDH de Ga. diazotrophicus en 

cuanto a la fijación de nitrógeno y el metabolismo de la glucosa  

 

Objetivos específicos  

 Purificar a la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus  

 Analizar “in silico” la secuencia de la PQQ-GDH purificada, en búsqueda de 

dominios característicos 

 Proponer con base en el perfil hidrofóbico la topología membranal de la 

PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus  

 Caracterizar en relación a su cinética de crecimiento y actividades 

respiratorias a una mutante de Ga. diazotrophicus PQQ-GDH- 
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4 Materiales y métodos. 

 

4.1 Material biológico. 

 

Cepa silvestre de Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5. 

Cepa M3 de Gluconacetobacter diazotrophicus PQQ-GDH- 

 

4.2 Obtención de la mutante M3 de Gluconacetobacter diazotrophicus PQQ-

GDH- 

 

La cepa mutante M3 fue obtenida por la estudiante de doctorado Marcela Zuleta 

(2004), de acuerdo al  siguiente protocolo: 

Al momento en que la mutante fue obtenida, no se había liberado la secuencia 

genómica de Ga. diazotrophicus, por lo que el diseño de oligonucleótidos se  basó 

en la secuencia reportada para la PQQ-Glucosa deshidrogenasa de Ga. 

europaeus, utilizando el uso de codón de Ga. diazotrophicus. 

 

 Por medio de la técnica de la Reacción de la Polimerasa en Cadena (PCR), se 

obtuvo un fragmento de DNA de 1050 pb, correspondiente al gen que codifica 

para la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus. 

 

El fragmento obtenido se introdujo en el vector pUC19, usando los sitios EcoRI-

HindIII, que se encuentran tanto entre los sitios únicos de clonación del vector, 

como en el fragmento obtenido. pUC 19 es un vector de alto número de copias 

que contiene el gen bla que codifica para la beta-lactamasa que confiere 

resistencia a ampicilina. El vector conteniendo el fragmento se usó para 

transformar células competentes de E. coli DH5α crecidas en medio LB-Ap (200 

µg/ml). 

 

A partir de una de las clonas seleccionadas por su resistencia a ampicilina, se 

liberó el vector conteniendo el fragmento de 1050 pb por digestión con EcoRI-
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HindIII. El fragmento es interrumpido con un casette de resistencia a kanamicina, 

obtenido a partir del plásmido sBSL99 (ΩKm) en el sitio PstI, obteniéndose el 

plásmido pUC1050::ΩKm99. 

 

Insertando el plásmido pUC1050::ΩKm99 en la cepa silvestre de Ga. 

diazotrophicus y por recombinación homóloga, se obtuvo la mutante de Ga. 

diazotrophicus GDH-. La inserción del vector se hizo por electroporación en células 

electrocompetentes de Ga. diazotrophicus w.t que se prepararon mediante el 

protocolo reportado por Arrieta y colaboradores [8]. 

 

4.3 Cultivo del material biológico. 

 

Ga diazotrophicus PAL5  fue crecida en medio LGI modificado [34] conteniendo 

sacarosa al 5% y sales: K2HPO4 (5g), Na2HPO4 (4g), MgCl2 (0.2g), CaCl2 (0.02g), 

FeCl3 (0.01g), citrato de sodio industrial (5g), para un litro. El pH se ajusta a 5.5. 

 

Ga. diazotrophicus fue cultivada en un fermentador New Brunswick Scientific 

(Bioflo 2000)  de 80 l de capacidad con 60 l de volumen de trabajo, a 30 oC, una 

aeración de 60 l de aire/min y agitado a 120 rpm. El fermentador fue inoculado con 

4 l de un cultivo activo de la bacteria crecida durante 24 h en el mismo medio y 

condiciones. Después de 36 h, el cultivo fue recuperado por centrifugación, 

utilizando una centrífuga de flujo continuo marca Sharples Pemwalt (tipo CLT1, 

Tlalnepantla, México). 

 

La mutante M3 de  Ga. diazotrophicus fue cultivada en medio  LGI ó en medio LGI 

con 0.2% de glicerol (v/v), adicionados de kanamicina (120 µg/ml); para el cultivo 

se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50 ml de medio ó de 2L 

conteniendo 1L de medio. Las células fueron crecidas durante 4 días a 30 ºC y 

una agitación de 250 rpm y cosechadas por centrifugación a 7000 rpm por 30 min. 
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El paquete celular de ambas cepas, fue lavado con un amortiguador de fosfatos 

50mM adicionado de 1 mM de CaCl2 y 1 mM MgCl2, pH 6.0. Las células fueron 

usadas inmediatamente o almacenadas a -79oC para su uso posterior. 

 

4.4 Obtención de membranas 

 

Las membranas de ambas cepas se obtuvieron por ruptura mecánica del paquete 

celular, utilizando perlas de vidrio de 0.150 µm en una licuadora BEAD BEATER 

(Biospec Products, Bartlesville, Oklahoma USA) en amortiguador de fosfatos 50 

mM, pH 6.0 adicionado de los inhibidores de proteasas PMSF (14.72 µg/ml) y 1 

tableta de CompleteTM por cada 50 ml (Roche). La preparación fue centrifugada a 

7000 rpm por 10 min para eliminar los restos celulares y  las membranas fueron  

aisladas a partir del sobrenadante por centrifugación a 30 000 rpm durante 30 min. 

Todo el proceso se efectúa a 4ºC. La preparación de membranas fue lavada dos 

veces con amortiguador de fosfatos y almacenada hasta ser utilizada a -79ºC. 

 

4.5 Caracterización de la mutante M3 PQQ-GDH-  

 

4.5.1 Cinética de crecimiento 

 

Para determinar la curva de crecimiento de la mutante M3 se tomaron muestras 

del cultivo cada hora; a cada muestra se le midió el pH y la densidad óptica a 560 

nm en un espectrofotómetro Shimadzu UV-2401PC. 

 

4.5.2 Actividad de oxidasas 

Las actividades de oxidasas fueron determinadas polarográficamente a 30 ºC, 

empleando un oxímetro provisto de un electrodo tipo Clark (Yellow Springs, 

Instruments). La mezcla de reacción se ajustó a un volumen final de 2 ml 

conteniendo: amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 6.0 para glucosa, etanol, y 

acetaldehído oxidasa, ó pH 7.4 para NADH oxidasa) y suspensión membranal (0.1 

mg de proteína) ó suspensión celular (5 mg de peso húmedo). La reacción se 
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inició por la adición del sustrato: glucosa, etanol, acetaldehído, NADH y glicerol a 

una concentración final de 10mM  

 

4.5.3 Actividad de deshidrogenasas 

 

La actividad de deshidrogenasa fue ensayada utilizando el método de DCPIP 

reductasa, en el cual se emplea PMS y DCPIP como mediador y aceptor de 

electrones respectivamente (1,2); la mezcla de reacción contenía 0.08 mM de 

DCPIP, 0.6 mM de PMS, 1.5 mM de KCN y 0.03 mg de proteína en un volumen 

total de 1ml de amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 6.0 para glucosa, etanol, 

acetaldehído y glicerol ó a pH 7.4 para NADH). La reacción fue iniciada por la 

adición del sustrato a 1 mM final. Se determinó el  cambio de absorbancia a 600 

nm durante 1 min, a temperatura ambiente, en un espectrofotómetro Shimadzu 

UV-2401PC. La actividad se calcula utilizado un coeficiente de extinción molar de 

21 mM cm-1 para el DCPIP reducido. 

 

4.6 Análisis electroforético  

 

4.6.1 Electroforesis nativa (PAGE). 

 

La pureza de la preparación conteniendo a la PQQ-GDH purificada se analizó por 

electroforesis nativa discontinua en un gel de poliacrilamida. El gel resolvedor 

estaba compuesto por 7.5 % de acrilamida, 8.0 % de glicerol, 0.1 % de Triton X-

100 y 375 mM de Tris-HCl, pH 8.9; la solución se polimerizó utilizando 10mg de 

persulfato de amonio y 0.1 % de N.N.N’.N’,-Tetrametiletilendiamina (TEMED). El 

gel concentrador contenía 4% de acrilamida, 8% de glicerol, 0.1% de Triton X-100 

y 125 mM de tris-HCl; la solución se polimerizó utilizando  10 mg de persulfato de 

amonio y 0.1% de TEMED. 30 µg de la  PQQ-GDH purificada se diluyeron  en  

amortiguador de carga compuesto por 125 mM de Tris-HCl, pH 6.8, 15 % de 

glicerol y 0.1 % de Triton X-100.  El amortiguador de corrida estaba compuesto por 
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0.33%  de Tris y 1.44 %  de glicina. Como marcador de peso molecular se utilizó el 

Precision Plus StandardTM de BIO-RAD. 

 

La electroforesis se realizó a una corriente constante de 25 mA  a 4 ºC. Una parte 

del gel fue teñido con azul de Coomassie R250 al 0.05% en solución de metanol 

(25% v/v), acido acético (10% v/v) y glicerol (5%) en agua destilada; después de la 

tinción el gel fue lavado con la misma solución pero sin Coomassie R250. A la otra 

parte del gel se le realizó una zimografía para actividad de PQQ-GDH. Para la 

zimografía se utilizó nitro azul de tetrazolium (NTB) y metasulfato de fenazina 

(PMS) como aceptor e intermediario de electrones respectivamente, utilizando 

glucosa como sustrato [2]. El gel fue sumergido en 200 ml de amortiguador de 

Mcllviane (fosfatos y citratos) a pH 6.0 conteniendo 28 mg de PMS y 8 mg de NTB. 

Se incubó en ausencia de luz por 20 minutos a 4 ºC en agitación constante. La 

reacción se inició por la adición de 100 mM de glucosa. Después de la aparición 

de bandas azules (reacción positiva), la reacción fue detenida por la adición de 

ácido acético al 7%.  

 

4.6.2 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE). 

 

La estructura oligomérica de la PQQ-GDH purificada fue analizada en gel 

discontinuo de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), 

utilizando la técnica de Laemli modificada [20]. El gel resolvedor se preparó a una 

concentración final de 10% de acrilamida, 8.0% de glicerol, 1% de dodecil sulfato 

de sodio (SDS) y 375 mM de Tris-HCl a pH 8.9; la solución fue polimerizada por la 

adición de 10 mg de persulfato de amonio y 0.1% de TEMED. El gel concentrador 

contenía 4% de acrilamida, 8% de glicerol, 1% de SDS y 125 mM de Tris-HCl a pH 

6.8; la solución fue polimerizada por la adición de 10 mg de  persulfato de amonio, 

0.1% de TEMED. 30 µg de la  PQQ-GDH purificada  se diluyeron en  la mezcla de 

digestión que contenía: 5% de SDS, 3% de β-mercaptoetanol, 15% de glicerol y 

125 mM de Tris-HCl a pH 6.8. La preparación fue puesta en un baño de agua en 

ebullición por 3 minutos. El buffer de corrida estuvo compuesto por 1.44% de 
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glicina, 0.33% de Tris y 1% de SDS. Como marcador de peso molecular se utilizó 

el Precision Plus StandardTM de BIO-RAD. 

 

La electroforesis se realizó a 25mA de corriente constante a temperatura 

ambiente. Al termino de la corrida el gel fue teñido con azul de Coomassie R250 al 

0.05% en una mezcla de metanol (25% v/v), acido acético (10% v/v), glicerol (5% 

v/v) y agua en agitación constante; después de la tinción el gel fue lavado con la 

misma solución pero sin Coomassie R250. 

 

4.7 Secuencias de péptidos internos. 

 

La secuencia de aminoácidos de la banda asociada a la PQQ-GDH en la 

electroforesis SDS-PAGE, fue determinada por el Dr. Guillermo Mendoza 

Hernández del departamento de Bioquímica de la Facultad de Medicina de la 

UNAM. La banda fue cuidadosamente cortada del gel teñido con azul de 

Coomassie, desteñida, reducida, carbaminometilada, lavada, digerida con tripsina 

y extraída de acuerdo a lo reportado por Kinter [46].  El volumen del extracto fue 

reducido por evaporación, por medio de una centrífuga al vacío a temperatura 

ambiente y el volumen se ajustó a 20 l con ácido fórmico.  

 

La muestra se  analizó por espectrometría de masas utilizando  el sistema 3200 

QTRAP (Applied Biosystems/MDS Sciex, Ontario, Canadá), el cual está equipado 

con un nano-electrospray y un sistema de nano-flujo (agilent 1100 nano pump, 

Waldbronn, Germany). Las muestras digeridas fueron desaladas en una punta 

ZipTic-C18 y separadas en una columna Zorbax 300SB C-18 (3.5 m, 50 X 0.075 

mm, Agilent, Germany), equilibrada con  acetonitrilo al 2% y ácido fórmico 0.1%, 

por un periodo de 80 minutos. Los péptidos fueron eluidos con un gradiente lineal 

de 2 a 70% de acetonitrilo. El calor de interfase para desolvatar fue mantenido a 

150 C. El espectro fue registrado en modo automático usando el programa 

Information Dependent Adquisition (IDA). Los iones precursores fueron 

seleccionados en Q1 utilizando el modo Enhanced Ms mode. El intervalo de 
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exploración por EMS fue fijado a t m/z 400-1500 y 4000 amu/s. Los iones 

seleccionados fueron sujetos a exploración por Enhanced Resolution a una 

velocidad baja de 250 amu/sec sobre un intervalo de masas estrecho (30 amu), y 

después sometidos a exploración en un Enhanced Product Ion Scan (Ms/MS). Los 

iones precursores fueron fragmentados por disociación activada de colisión (CAD). 

Los fragmentos de iones generados fueron capturados y analizados en una 

trampa de iones lineal Q3. La identificación proteica fue realizada con la base de 

datos (NCBInr) del National Center for Biotechnology Information (NCBI) y el 

programa Mascot Software (http://www.matrixscience.com). 

 

4.8 Cuantificación de proteína 

 

La concentración de proteína fue determinada por el método de Lowry modificado 

[55] utilizando albúmina sérica bovina como proteína estándar. 

 

4.9 Perfil hodrofóbico 

 

El perfil hidrofóbico se realizó utilizando los programas DAS 

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/), CINEMA (http://www.utopia.cs.man.ac.uk), y 

TMHMM (http://www.cbs.dtu.dkservices/TMHMM), que predicen los segmentos 

transmembranales. 

 

4.10 Análisis filogenético 

 

El análisis filogenético se realizó por medio del programa Bioedit [40] 

(http://www.mb.mahidol.ac.th/Downloads/Mol-Bio/Bioedit.html) y el programa 

MEGA 4.0.1 [78] (http://www.megasoftware.net/). 

 

http://www.matrixscience.com/
http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/
http://www.utopia.cs.man.ac.uk/
http://www.cbs.dtu.dkservices/TMHMM
http://www.mb.mahidol.ac.th/Downloads/Mol-Bio/Bioedit.html
http://www.megasoftware.net/
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5 Resultados. 

 

5.1 Purificación de la PQQ-GDH. 

 

Se llevó a cabo la purificación  de la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus siguiendo el 

protocolo descrito por Sara Páez [71], en el cual se utilizaron columnas de 

intercambio iónico (DEAE-Toyopearl y CM-celulosa) y una columna de exclusión 

molecular (Sephacryl-S200).  

  

La PQQ-GDH purificada se analizó en electroforesis nativa (PAGE), la cual nos 

reveló una banda única de 86 kDa (figura 7B). La banda dio reacción  positiva en 

una zimografía en la que se utilizó glucosa como sustrato y  NTB y PMS como 

aceptor y mediador de electrones respectivamente (figura 7C). Este resultado nos 

permitió verificar que la banda obtenida está asociada a la actividad de glucosa 

deshidrogenasa. Asimismo se realizó una electroforesis desnaturalizante (SDS-

PAGE),  la cual nos mostró la naturaleza monomérica de la PQQ-GDH purificada 

(figura 7D). Estos resultados están de acuerdo con lo reportado por Sará Páez [71] 

y con los datos obtenidos para PQQ-GDHs provenientes de otras especies de 

bacterias E. coli, A. calcoaceticus G. oxydans y P. fluorescens [81, 82, 54, 7]. 
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Figura 7. Análisis electroforético de la PQQ-GDH purificada. El carril A muestra el marcador de 
peso molecular; los carriles B y C muestran la banda asociada la PQQ-GDH al ser analizada por 
electroforesis nativa y teñida con Coomassie Blue R-250 y por zimografía, respectivamente. El 
carril D muestra la banda asociada a la enzima al ser analizada por electroforesis desnaturalizante 
(SDS-PAGE), teñida con Coomasie Blue R-250.  
 

La banda asociada a la PQQ-GDH obtenida por  SDS-PAGE, fue cuidadosamente 

recortada y tratada de acuerdo a Kinter [46] para obtener péptidos internos. Se 

obtuvieron 5 péptidos internos que fueron secuenciados por espectrofotometría de 

masas (Dr. Guillermo Mendoza Hernández, laboratorio de Proteínas Facultad de 

Medicina, UNAM):  

 

1) IEHHKNFQHMT     

2) IFLPTDDGR       

3) TGNIFWLDRR    

4) PLPLPFK  

5) LPAGGKSTPMTYEAGGRQYIVTVDGGHGSFGTR  

 

A B C D 
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5.2 Análisis de los péptidos secuenciados. 

 

Las secuencias de los péptidos obtenidos se analizaron  utilizando la base de 

datos (NCBInr) del National Center for Biotechnology Information (Blast 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) y el programa Mascot Software 

(http://www.matrixscience.com), para identificar a la proteína purificada con base 

en su secuencia de aminoácidos. Los resultados obtenidos nos confirman que los 

péptidos internos secuenciados forman parte de la PQQ-glucosa deshidrogenasa 

de Ga. diazotrophicus (GenBank No. de acceso AM889285; CAP57220.1). 

 

Una vez identificada la secuencia de la PQQ-GDH dentro del genoma completo de 

Ga. diazotrophicus, se procedió a localizar en ella la secuencia de aminoácidos 

correspondiente a los péptidos secuenciados (Figura 8):  

Figura 8. Localización de los péptidos internos en la secuencia de aminoácidos de la PQQ-GDH  
de Ga. diazotrophicus (GenBank No. de acceso CAP57220.1).  

(*)=identidad, (:)=sustitución conservativa; (.)=sustitución semiconservativa. 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.matrixscience.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=CAP57220.1
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5.3 Análisis de la secuencia de la PQQ-glucosa deshidrogenasa. 

 

5.3.1 Grupo prostético. 

 

Por medio del análisis de dominios conservados en la secuencia de aminoácidos 

de la PQQ-GDH, utilizando la base de datos del NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi ), se confirmó la presencia de 

los dominios de unión al grupo prostético PQQ, existentes en el sitio activo de las 

enzimas de la familia de las deshidrogenasas dependientes de este cofactor 

(figura 9). 

 

 

 

 

 
Figura 9. Esquema de los dominios presentes en la secuencia de aminoácidos de la PQQ-GDH de 
Ga. diazotrophicus. Los triángulos representan la localización de los dominios de unión a PQQ en 
el sitio activo. También se señalan los motivos de triptófano que colaboran en la formación de la 
estructura de superbarril de la proteína. 
 
 
 
 

Se localizaron los motivos de triptófano, altamente conservados entre las 

deshidrogenasas dependientes de PQQ (motivos W) [7,16] (figura 10).  

 

La región de unión a la quinona membranal está compuesta por 80 aminoácidos, 

de acuerdo con lo  reportado para la PQQ-GDH de E. coli por Yamada  [81]. Esta 

región fue localizada en la PQQ_GDH de  Ga. diazotrophicus entre el aminoácido 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
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510 y el 590 (figura 10), encontrando que estos aminoácidos se encuentran 

altamente conservados entre ambas enzimas.  Los aminoácidos con interacción 

axial formando un "pocket" para la PQQ y aquellos que interactúan 

ecuatorialmente con este grupo y el ión metálico en el sitio activo en la enzima de 

E. coli [16,7], fueron  localizados en la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus (Figuras 11 

y 12) 

 

 

Figura 10. Localización de los motivos de interacción del triptófano (W en rojo) y el motivo de unión 

a la quinona membranal (en negro) en la secuencia de la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus 
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Figura 11. Modelo de interacción del PQQ con los aminoácidos axiales en Ga. diazotrophicus, de 
acuerdo al modelo postulado para E. coli 

[16]
. El PQQ se encuentra entre el triptófano 418 y la 

histidina 273. 

 
Figura 12. Modelo de las interacciones del PQQ con los aminoácidos ecuatoriales y el calcio 
divalente en la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus, basado en el modelo para la PQQ-GDH de E. coli 
[16]

. 
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5.3.2 Perfil hidrofóbico. 

 

Se realizó el perfil hidrofóbico de la PQQ-GDH  para predecir sus segmentos 

transmembranales y su topología en la membrana. Los resultados obtenidos del 

análisis de la secuencia de aminoácidos utilizando los programas: 

 DAS (http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/),  

TMHMM (http://www.cbs.dtu.dkservices/TMHMM), CINEMA 

(http://www.utopia.cs.man.ac.uk ) 

y  Predict Protein (http://www.predictprotein.org/),  

demuestran que el dominio del carboxilo terminal está localizado hacia el 

periplasma y existen cinco segmentos (hélices transmembranales), que pasan a 

través de la membrana y que se localizan en el dominio del amino terminal (Figura 

13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/
http://www.cbs.dtu.dkservices/TMHMM
http://www.utopia.cs.man.ac.uk/
http://www.predictprotein.org/
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 Citoplasma              1-6 

 Transmembranal     7-29 

 Periplasma            30-32 

 Transmembranal   33-55 

 Citoplasma            56-61 

 Transmembranal   62-79 

 Periplasma            80-93 

 Transmembranal  94-113 

 Citoplasma          114-125 

 Transmembranal 126-148 
Figura 13. Esquema en el que se muestra la orientación de los aminoácidos en la membrana de la 
secuencia de la PQQ-GDH analizada con los programas CINEMA  y TMHMM. 
Los aminoácidos en el citoplasma se muestran en verde, las hélices transmembranales en azul y 
los aminoácidos orientados hacia  el periplasma en rojo. 
 

Con base en estos resultados se realizó un modelo de la posible topología de la 

PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus (figura 14). En este esquema se señalan 

también  la lisina-508 y el acido aspártico-480 que interactúa con la Quinona 

endógena (QE). Este aminoácido también es importante en el sitio activo iniciando 

la reacción de abstracción de un protón de la glucosa de acuerdo a lo reportado 

para E. coli [61].  
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Figura 14. Modelo propuesto de la topología de la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus en el cual se 
muestran los cinco segmentos transmembranales, el sitio de unión de la quinona endógena (QE) y 
el sitio de unión a la quinona membranal. 
 

 

5.3.3 Filogenia de la PQQ-GDH. 

 

Para realizar el análisis filogenético, se obtuvieron las secuencias de aminoácidos 

de PQQ-GDHs membranales de varias bacterias en la base de datos de NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ). Se compararon aquellas secuencias que mostraron 

homología mayor a 70% con la secuencia de la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus 

(Anexo 1), usando como grupo externo la subunidad grande 1-alfa de la metanol 

deshidrogenasa (PQQ-MDH) de Methylobacterium extorquens (figura 15). 

 

La filogenia de la PQQ-GDH fue inferida utilizando el método de máxima 

parsimonia [31]. El árbol consenso inferido de 200 replicaciones [33], representa la 

filogenia de las secuencias analizadas, y fue obtenido usando el algoritmo Close-

Neighbor-interchange (CNI) [62]. Todas las posiciones conteniendo gaps fueron 

excluidas, encontrando un total de 394 posiciones, de las cuales 317 fueron 

informativas. El análisis se realizó con el programa MEGA 4.0.   

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 15. Filogenia de las PQQ-GDHs membranales de proteobacterias, se utilizó la PQQ-MDH 
de Methylobacterium extorquens como grupo externo. No. de acceso de las secuencias utilizadas 
en Anexo A. 
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5.4 Caracterización de la mutante M3 PQQ-GDH- 

 

Como mencionamos en la introducción, la oxidación directa de la glucosa en el 

espacio periplásmico es la vía mas importante para su utilización en Ga. 

diazotrophicus [9, 74]. En esta bacteria las enzimas claves de las rutas de Embden-

Meyerhof-Parnas (6-fosfofructoquinasa y 1-fosfofructoquinasa) y Entner-Doudoroff 

(6-fosfogluconato dehidratasa y 2-ceto-3-deoxifosfogluconato aldolasa) están 

ausentes [3, 9]. 

  

Por esta razón, es muy importante determinar cual es la importancia fisiológica de 

la PQQ-glucosa deshidrogenasa membranal y para ello se caracterizó, en cuanto 

a crecimiento y actividades relacionadas con el sistema respiratorio, una mutante 

carente de actividad  de PQQ-GDH obtenida en nuestro laboratorio.  

 

5.4.1 Curva de crecimiento de la mutante M3. 

 

Se determinó la curva de crecimiento de la mutante Ga. diazotrophicus PQQ-GDH- 

(M3) en un medio mínimo con sales (LGI modificado), donde la bacteria para 

crecer necesita fijar nitrógeno; la fuente de carbono es sacarosa. Se midieron la 

D.O. 560nm y el pH hasta alcanzarse la fase estacionaria. La curva de crecimiento 

obtenida se comparó con la de la cepa silvestre (wt), crecida en las mismas 

condiciones (figura 16).  

 

La mutante alcanzó una D.O. 560nm similar a la de la wt (2.5), aunque su fase de 

adaptación (fase lag) fue más larga (5 h para la wt y 15 h para la mutante), 

indicando que en la mutante fue necesario activar vías metabólicas que le 

permitieran crecer en el medio con sacarosa. Sin embargo, una vez que la 

mutante se adaptó al medio,  su fase logarítmica es más rápida (aproximadamente 

17 h para la wt y 13 para la mutante); a pesar de ello, la fase estacionaria fue 

alcanza a las 26 h en la wt, mientras que la cepa mutante lo hizo a las 32 h. 
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La cepa silvestre acidifica el medio hasta un pH de 2.5, como resultado del ácido 

glucónico producto de la oxidación de la glucosa por la PQQ-GDH. En contraste, 

ante la ausencia de esta enzima, la mutante no produjo acidificación en el medio.  
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Figura 16. Cinéticas de crecimiento de Ga. diazotrophicus PQQ-GDH
-
(M3) y WT, crecidas en 

medio LGI. La densidad óptica (D.O.) se midió a 560 nm 
 
 

5.4.2 Actividades respiratorias  

 

Para conocer si la falta de acidificación se debía a la ausencia de  la PQQ-GDH, 

se determinaron las actividades de oxidasas en células enteras de la mutante M3 

y con fines comparativos en células de la cepa wt. Se utilizaron como sustrato 

además de glucosa, etanol y acetaldehído, que son los otros sustratos de las 

deshidrogenasas periplásmicas presentes en Ga. diazotrophicus.  

 

 Las actividades de las tres oxidasas medidas se ven afectadas en la mutante M3 

(tabla 3). Las actividades de glucosa y etanol oxidasa son las más disminuidas 
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(hay una pérdida de 93 y 88 % de la actividad respectivamente), mientras que en 

el caso de la aldehído oxidasa se pierde la mitad de la actividad. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Tabla 3. Comparación de la actividad de oxidasa entre células de la mutante M3 y de la cepa 
silvestre. 
a
ŋatomos de O2 min

-1
 mg

-1
 de peso húmedo celular.  

b
La actividad remanente se calculó respecto a la actividad total de las células  de la cepa  wt. 

 

Para determinar si la disminución en la actividad de oxidasa era consecuencia de 

una afectación a nivel de las deshidrogenasas que donan los electrones a la 

cadena respiratoria, se obtuvieron membranas de cada una de las cepas y se 

determinaron las actividades de deshidrogenasas con los mismos sustratos 

probados en células, además de la NADH deshidrogenasa que por su orientación 

en la membrana no puede ser medida en  células enteras. 

 

 Los resultados obtenidos al medir las actividades de deshidrogenasa, muestran 

que solo la actividad de PQQ-GDH esta disminuida (13 % de actividad remanente; 

Tabla 4), indicando que el gen que codifica a la enzima fue interrumpido. La 

NADH-deshidrogenasa, cuya localización en la membrana es hacia el citoplasma, 

no muestra ningún cambio (Tabla 4). Sin embargo, de manera sorprendente, de 

acuerdo a los resultados obtenidos al medir las oxidasas en células enteras, las 

actividades de las otras deshidrogenasas periplásmicas no solo no disminuyen 

sino por el contrario aumentan, siendo el incremento más importante a nivel de la 

PQQ-aldehído deshidrogenasa, cuya actividad aumentó 10 veces (Tabla 4).  

Actividad de oxidasas en células enteras  

 

 

Sustrato  

Cepa Silvestre  Mutante M3  

Actividad 

Específicaa 

Actividad  

Total  

Actividad 

Específica 

Actividad 

Remanenteb 

Glucosa  74  1 5.2  0.07  

Etanol  56  1  12.4  0.22  

Aldehído  60  1  29  0.5  
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Tabla 4. Actividades de deshidrogenasas membranales de células de la mutante M3 y de la cepa 
silvestre, crecidas en medio LGI (sacarosa como fuente de carbono).  
a
Las actividades están dadas en ŋmoles de DCPIPH2 min

-1
 mg

-1
 de proteína. 

b
La actividad remanente fue calculada con respecto a la actividad total de la cepa silvestre. 

 

Decidimos medir las actividades de oxidasas en las membranas de ambos tipos 

celulares y corroborar los resultados obtenidos. De la misma manera que se 

observó para las células enteras, todas las actividades de oxidasas en la mutante 

M3 fueron bajas en comparación con la cepa silvestre (tabla 5). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 5. Actividades de oxidasas determinadas en  membranas de células de la mutante M3 y de 
la cepa silvestre, crecidas en medio LGI (sacarosa como fuente de carbono).  
a
Las actividades están dadas en ŋAtO2 min

-1
 mg

-1
 de proteína. 

b
La actividad remanente fue calculado con respecto a la actividad total de la cepa silvestre. 

Actividad de deshidrogenasas membranales 

 Cepa silvestre Cepa M3 

Sustrato 

 

Actividad 

especificaa 

Actividad 

total 

Actividad 

especifica 

Actividad 

remanenteb 

Glucosa 1954.6 1    256 0.13  

Etanol   866.6 1   1466 1.7 

Aldehído    1838.4 1 18215 10 

NADH 2200 1   2191 1 

Actividad de Oxidasa en membranas 

 Cepa Silvestre Cepa M3 

Sustrato Actividad 
especificaa 

Actividad 
total 

Actividad 
especifica 

Actividad 
remanenteb 

Glucosa 1457.52 1 7.1 0 

Etanol 220.84 1 7.1 0.04 

Aldehído 706.67 1 320 0.36 

NADH 2252.52 1 448 0.12 
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Los resultados anteriores nos indican que la mutante M3 carece de la PQQ-GDH; 

entonces, ¿por qué vía está siendo utilizada la sacarosa que se encuentra en el 

medio de crecimiento? 

 

Como se mencionó anteriormente, carece de las enzimas claves de las rutas de 

Embden-Meyerhof-Parnas (6-fosfofructoquinasa y 1-fosfofructoquinasa) y Entner-

Doudoroff (6-fosfogluconato dehidratasa y 2-ceto-3-deoxifosfogluconato aldolasa) 

y se plantea que la utilización de azúcares es por la vía de las pentosa fosfatos.  

 

Por estudios bioquímicos se ha establecido la presencia de la levansacarasa en la 

bacteria [56]; nosotros identificamos el gen que codifica para esta enzima  en el 

genoma de Ga. diazotrophicus (GenBank CAP 57679.1); la levansacarasa permite 

a Ga. diazotrophicus romper la sacarosa en glucosa y fructosa. Sabemos que la 

cepa silvestre crece en glucosa que es la fuente de carbono original del medio 

LGI, pero no es capaz de crecer en fructosa [50]. Y el sistema PTS para ingreso 

de fructosa? 

  

Quisimos probar si la mutante M3 es capaz de crecer en estas dos fuentes de 

carbono, en una alternativa como glicerol, así como en el producto de la oxidación 

de la glucosa, el ácido glucónico. 

 

Los resultados obtenidos nos muestran que, de la misma manera que sucede en 

la cepa silvestre [50], la cepa M3 no utiliza a la fructosa como fuente de carbono.  

 

La mutante puede crecer bien en glucosa y en ácido glucónico, alcanzando D.O. 

semejantes a las obtenidas cuando se crece en sacarosa (~2.2), y aún mejor en 

glicerol (D.O.560nm =3.8). En todos los casos, las D.O. 560nm alcanzadas son 

semejantes a las que se observan en la cepa silvestre. Como era de esperarse, 

con ninguna de las fuentes de carbono utilizadas se observa acidificación del 

medio.  
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Estos resultados nos indican que la mutante M3 está usando como fuente de 

carbono la glucosa, por una vía en la que la PQQ-GDH no participa.  

 

La vía de las pentosas fosfato implican la presencia de una glucosa 

deshidrogenasa soluble que convierte, dentro de la célula, la glucosa en gluconato 

el cual entra como 6-fosfogluconato en la vía de las pentosas fosfato. 

En Ga. diazotrophicus ha sido reportada la existencia de esta enzima, la cual 

representa entre el 10 y el 17 % en comparación a la PQQ-GDH [9]; confirmamos 

la presencia del gen que codifica a  la GDH dependiente de NAD+ en el genoma 

de Ga. diazotrophicus (GenPept YP_001602867).  

 

Otra posibilidad es la fosforilación de la glucosa a glucosa 6-P por la glucocinasa; 

esta reacción es el primer paso en la vía de las pentosas fosfato; localizamos en el 

genoma de Ga. diazotrophicus (GenPept YP_001602005.1), el gen que codifica 

para esta enzima.  

 

Entonces, lo más probable es que la mutante esté creciendo a expensas de la 

utilización de la glucosa por la vía de las pentosas fosfato, a pesar de la falta de la 

PQQ-GDH. 
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6 DISCUSIÓN 

 

6.1 Como miembro de  las PQQ-GDH 

 

La enzima purificada a partir de Ga. diazotrophicus es una enzima monomérica de 

acuerdo al análisis electroforético, que oxida a la glucosa como lo confirma la  

zimografía utilizando glucosa como sustrato. El análisis de la secuencia de los 

péptidos obtenidos a partir de la digestión de esta proteína, permitió su 

identificación como GDH en el genoma de Ga. diazotrophicus. Con el análisis "in 

silico" de la secuencia identificamos los dominios que caracterizan a  las 

deshidrogenasas dependientes de PQQ. 

 

Entre estos dominios fueron localizados, de acuerdo al modelo postulado para E. 

coli [16],  las secuencias de los ocho motivos de triptofano (W), los cuales le dan la 

estructura de superbarril a la enzima (Figura 10); los aminoácidos que interactúan 

como ligandos axiales de la PQQ  y aquellos que interactúan ecuatorialmente con 

este grupo y el ión metálico (Figuras 11 y 12), en el sitio activo de  la PQQ-GDH 

de Ga. diazotrophicus.  

 

Así mismo se localizó el dominio de unión con la UQ de la cadena respiratoria, que 

muestran una secuencia de aminoácidos altamente conservada y que fue 

identificado entre  los motivos  triptófano W5 y W6. Se ha reportado que esta 

región no se encuentra en las PQQ-Metanol deshidrogenasas y PQQ-Alcohol 

deshidrogenasas de  Methylobacterium extorquens y Pseudomonas aeruginosa [7], 

pero muestra una identidad de 35% con  el sitio de unión a quinona de la sorbitol 

deshidrogenasa (PQQ-SLDH) [81]  de G. oxydans. 

 

Con estos resultados podemos afirmar que la enzima purificada por nosotros a 

partir de  Ga. diazotrophicus es una PQQ-Glucosa deshidrogenasa. 
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6.2 Como proteína de membrana 

 

El análisis hidrofóbico de la secuencia permitió la identificación de cinco hélices 

transmembranales localizadas en la porción del amino terminal, en concordancia 

con la topología de la PQQ-glucosa deshidrogenasa membranal reportada para 

otras bacterias [81, 82, 54, 7], lo cual confirma a la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus 

como proteína integral de membrana. Este resultado es apoyado por datos 

experimentales obtenidos en nuestro laboratorio, los cuales demuestran que la 

solubilización de la GDH a partir de preparaciones membranales requiere un 

tratamiento con una concentración mayor de detergente  (Triton X-100 1%), en 

comparación con la concentración requerida para la solubilización de las otras 

deshidrogenasas membranales estudiadas (PQQ-alcohol deshidrogenasa y PQQ-

aldehído deshidrogenasa, que requieren 0.5 % de TritonX-100 [38, 71]. 

 

Como mencionamos anteriormente, la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus también 

interactúa con la membrana celular por medio del sitio de unión a la poza de 

quinona membranal, que se encuentra localizado en el extremo del carboxilo 

terminal de la proteína. Este resultado también era de esperarse ya que la PQQ-

GDH es una deshidrogenasa que cede los electrones a la poza de quinonas y 

alimenta de esta manera a la cadena respiratoria de la bacteria. 

 

6.3 Sobre la filogenia de la PQQ-GDH 

 

La secuencia de la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus presentó relación filogenética 

con bacterias del grupo de las bacterias acéticas.  

 

6.4 Sobre su importancia fisiológica 

 

Ya se ha mencionado que la PQQ-GDH tiene gran importancia en la producción 

de energía, ya que es la principal vía en la oxidación de glucosa y funciona como 

una deshidrogenasa primaria para la cadena respiratoria. Los resultados obtenidos 
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al medir las actividades respiratorias en la mutante PQQ-GDH- (M3), nos 

confirman la falta de actividad de la PQQ-GDH. Como resultado de la falta  de esta 

enzima la glucosa debe ser metabolizada por otra vía, no conectada a la cadena 

respiratoria y donde será utilizada únicamente como fuente de carbono. Debido a 

este hecho, por tanto aumenta la velocidad de crecimiento  de la mutante es 

mayor (una fase log más rápida).  

 

Este rápido crecimiento posiblemente se dé a expensas de la oxidación de la 

glucosa en el citoplasma por la actividad de la GDH-NAD+, la cual ya ha sido 

reportada en Ga. diazotrophicus [51] y está regulada por la concentración de 

sustrato; el gen que codifica para esta enzima fue localizado por nosotros dentro 

del genoma de la bacteria. El producto de esta oxidación, el ácido glucónico, 

puede ser utilizado directamente en la vía de las pentosas fosfato (Figura 17). 

 

Otra opción podría ser la fosforilación de la glucosa una vez que se encuentre en 

el citoplasma, por la glucosa cinasa, obteniéndose glucosa 6-P, la cual entra 

directamente a la vía de las pentosas fosfato (Figura 17). 

  

El crecimiento de la mutante PQQ-GDH- en un medio de sacarosa y sales, con una 

cantidad "trazas" de amonio, nos sugiere que la mutante está fijando nitrógeno, ya 

que la cantidad de amonio presente en el medio no puede sostener el crecimiento. 

Que se produzca el proceso de la fijación de nitrógeno en una mutante PQQ-GDH- 

sugiere que la presencia de esta enzima no es requisito indispensable para que el 

proceso ocurra. Posiblemente la actividad de las deshidrogenasas dependientes 

de PQQ en su conjunto, sea la que explique el mecanismo de la protección 

respiratoria a la nitrogenasa.  
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Figura 17. Metabolismo interno de la glucosa. Via de las pentosas fosfato (VPF), glucocinasa (GC), 

glucosa-6-fosfato (G-6-P), gluconato (GA), transhidrogenasa (TH). 

 

6.5 Sobre la mutante PQQ-GDH- 

 

Los resultados obtenidos al medir las actividades respiratorias nos muestran que 

efectivamente no hay actividad de PQQ-GDH, tanto medida en su actividad de 

deshidrogenasa, como determinada como enzima donadora de electrones hacia la 

cadena respiratoria.  

 

Sin embargo, es muy importante destacar que las otras actividades de 

deshidrogenasas dependientes de PQQ también se vieron afectadas. La PQQ-

ADH y de manera muy importante también  la PQQ-ALDH, aumentaron en su 

actividad 0.5 y 10 veces.  A pesar de ello las actividades de oxidasas asociadas a 

estas deshidrogenasas disminuyeron apreciablemente. Estos resultados nos 

muestran que como resultado de la mutación no solo la PQQ-GDH, sino 

aparentemente toda la cadena  respiratoria se vio afectada en su función. La falta 
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de actividad a nivel de oxidasas, aún con actividades de deshidrogenasas 

aumentadas, nos sugiere una afectación posiblemente a nivel de la síntesis de la 

ubiquinona o de la oxidasa terminal. 

 

Estos resultados nos llevan a postular a la cepa PQQ-GDH- obtenida, como una 

mutante pleiotropica. 

 

 



Conclusiones 

Daniel Cerqueda García  47 

7 Conclusiones 

 

A partir de la enzima purificada se obtuvieron las secuencias de varios péptidos 

internos que nos permitieron la localización de la secuencia completa de una 

GDH, en el genoma completo de Ga. diazotrophicus disponible en la base de 

datos del GenBank. 

 

El análisis de la secuencia de aminoácidos de la GDH localizada, nos mostró que 

en la secuencia de la enzima se encontraban los motivos de triptófano (W), así 

como las secuencias de unión a PQQ, ubiquinona endógena y ubiquinona 

membranal, característicos de enzimas pertenecientes a la familia de las PQQ-

deshidrogenasas. 

 

El análisis hidrofóbico nos permitió modelar el arreglo de la enzima en la 

membrana, así como su posible interacción con la UQ10. La enzima cuenta con 

los 5 cruces membranales y el extremo carboxilo terminal está orientado hacia el 

periplasma, de manera semejante a lo que se ha descrito para la enzima de E. coli 

 

Los resultados obtenidos nos permiten postular a la glucosa deshidrogenasa 

purificada en el laboratorio como una proteína perteneciente a la familia de las 

PQQ-deshidrogenasas. 

 

La carencia de la PQQ-GDH parece no afectar el desarrollo de la bacteria en 

condiciones de crecimiento que requieren de la fijación de nitrógeno. 

 

Los resultados sugieren que la mutante de Ga. diazotrophicus PQQ-GDH- 

obtenida es una mutante pleiotrópica 
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9 Anexo A. 

Secuencias de PQQ-GDHs y MDH* de proteobacterias tomadas del GenBank 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

α-proteobacterias No. de acceso β-

proteobacterias 

No. de 

acceso 

γ-

proteobacterias 

No. de 

acceso 

Agrobacterium 

radiobacter 

 

ACM28710.1 

Burkholderia 

xenovorans 

ABE36098.1 Rahnella 

aquatilis 

ABM68634.1 

Bradyrhizobium sp CAL74537.1 Burkholderia 

phymatum 

ACC74637.1 Serratia 

proteamaculans 

 

ABV42200.1 

Gluconobacter 

oxydans 

AAW60048.1 Bordetella 

petrii 

CAP44995.1 Enterobacter 

sakazakii 

ABU78430.1 

Ochrobactrum 

anthropi 

ABS13025.1 Acidovorax 

avenae 

ABM31018.1 Citrobacter 

koseri 

ABV14327.1 

Mesorhizobium 

loti 

BAB48858.1 Variovorax 

paradoxus 

EED71987.1 Klebsiella 

pneumonia 

ACI08200.1 

Gluconacetobacter 

europaeus 

 

CAA69952.1 

Burkholderia 

phytofirmans 

 

ACD16092.1 

Erwinia 

tasmaniensis 

CAO97431.1 

Rhizobium 

leguminosarum 

 

EDR77798.1 

  Salmonella 

enterica 

AAX64075.1 

Agrobacterium 

tumefaciens 

 

AAK89297.1 

  Enterobacter 

cancerogenus 

 

EEA16045.1 

Sinorhizobium 

meliloti 

CAC45553.1   Shigella boydii ABB64846.1 

Rhizobium etli ACE90290.1   Enterobacter 

asburiae 

AAQ93677.2 

Agrobacterium 

vitis 

ACM37047.1   Escherichia coli BAA02174.1 

Rhodospirillum 

centenum 

 

ACJ01230.1 

  Pantoea citrea AAD23735.1 

Sinorhizobium 

medicae 

ABR59451.1   Shigella 

dysenteriae 

EDX34459.1 

Rhodobacter 

sphaeroides 

 

ABN76440.1 

  Proteus 

mirabilis 

CAR43687.1 

Sphingomonas sp EAT10486.1     Pseudomonas 

fluorescens 

 

ABA76314.1 

Erythrobacter sp. EDL48207.1 

 

  Psychromonas 

ingrahamii 

 

ABM04785.1 

Roseovarius sp ZP_01442666.1     Pseudomonas 

aeruginosa 

 

ABR84525.1 

Oceanicola 

granulosus 

ZP_01158268.1     Acinetobacter 

calcoaceticus 

 

P05465.1 

Oceanicola 

batsensis 

EAQ02270.1       

Aurantimonas sp EAS49419.1       

Parvibaculum 

lavamentivorans 

 

NC009719.1 

    

Gluconacetobacter 

diazotrophicus 

 

CAP57220.1 

    

Methylobacterium 

extorquens* 

 

P16027.1 
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