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...La rebeldia es la vida; la sumision es [a muerte. ;Hay rebeldes en un
pueblo? La vida estd asegurada vy asegurados estan también el arte vy la
ciencia vy la industria. Desde Prometeo hasta Kropotkin, los rebeldes
han hecho avanzar a la humanidad.

Supremo derecho de los instantes supremos es la rebeldia. Sin ella, la
humanidad andaria perdida aun en aquel lejano crepusculo que la
historia (lama la edad de piedra; sin ella la inteligencia humana hace
tiempo que habria naufragado en el lodo de los dogmas; sin ella, los
pueblos vivirian aun de rodillas ante los principes de devecho divino; sin
ella, esta América hermosa continuaria durmiendo bajo la proteccion
del misterioso océano...

-Ricardo Flores Magon
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..El diablo es el que tiene respecto a Dios las mds vastas perspectivas;
por eso se mantiene tan lejos de él. ;No es acaso el diablo el amigo mads
viejo del conocimiento?

-F. Nietzsche
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Introduccion

1 Introduccioén

1.1 Los microorganismos endofitos

Los microorganismos endofitos son bacterias y hongos que viven sin causar dafio
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 . Especies de los géneros Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus,

Erwinia y Xanthomonas han sido aislados frecuentemente de diversas plantas [,

Se ha considerado que los organismos enddfitos podrian tener algunas ventajas
competitivas con respecto a las bacterias asociadas a las rizésferas, ya que la
cantidad de nutrientes en el interior de la planta es mayor y el nimero de
organismos enddéfitos es menor 4. Ademas, existe una interaccién mas 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 a-Proteobacterias, que son bacterias
Gram negativas, aerlbicas estrictas y se caracterizan por llevar a cabo la
fermentacién oxidativa (oxidacion incompleta de azucares y alcoholes) 8. Estas
bacterias catalizan activamente la oxidacion 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).

Daniel Cerqueda Garcia 1
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Figura 1. Sistemas de oxidacion de alcoholes y azUcares presentes en la membrana citoplasmica
de las bacterias acéticas y otros géneros bacterianos. La mayoria de las PQQ-deshidrogenasas
tienen sus sitios cataliticos orientados hacia el espacio periplasmico. GDH, glucosa
deshidrogenasa; ADH, alcohol deshidrogenasa; FDH, fructosa deshidrogenasa; GLDH,
glicerol deshidrogenasa *°.

La taxonomia de las bacterias acido acéticas ha sufrido muchos cambios en los
altimos 30 afios debido al desarrollo de nuevas técnicas. Gradualmente se
desarrollaron técnicas quimiotaxondmicas y moleculares por lo que se propuso la
familia Acetobacteraceae *°! con base en la hibridacion de rRNA-DNA. A finales de
los ochentas, Gillis *” describi6 una nueva especie de la familia Acetobacteraceae
basdndose en un método polifasico la cual nombré A. diazotrophicus.
Posteriormente el primer estudio filogenético basado en el la secuencia 16S rRNA
mostré que este organismo forma un grupo en la subclase alfa dentre de las
Proteobacterias [”®. Otro cambio se introdujo cuando Yamada propuso el género
Gluconacetobacter en con base en la secuencia parcial de gen del 16S rRNA vy el
tipo de ubiquinona ¥, 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,

Daniel Cerqueda Garcia 2



Introduccion

Gluconobacter,  Granulibacter, = Kozakia, @ Neoasaia, Saccharibacter vy

Swaminathania (tabla 1).

En la familia Acetobacteraceae se encuentran especies capaces de fijar nitrégeno

atmosférico (Acetobacter nitrogenifigens, Acetobacter peroxydans,
Gluconacetobacter johannae, Gluconacetobacter azotocaptans,
Gluconacetobacter diazotrophicus, Gluconacetobacter kombuchae y

Swaminathania salitolerans) "?. Gluconacetobacter diazotrophicus se ha reportado
como modelo de bacteria endofita, considerando algunas de sus caracteristicas
importantes: esta bacteria produce auxinas, como el acido indol acético F®% asi
como citocinas **;; ademas, tiene la capacidad de fijar nitrégeno *°, secretando el

50% del nitrégeno fijado *°!.

Caracteristica 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Produccion de acido acético + + + + - + + \Y + \%

Oxidacion de:
Acetato a CO, y H,O - + + P P P P
Lactato a CO, y H,O - + + \% P P P P +

Produccién de acido ceto-D-

gluconico:
Acido 2,5-diceto-D-gluconico \% \% Nd Nd Nd Nd
Acido 5-ceto-D-gluconico + \% \% + + Nd + + Nd
Acido 2-ceto-D-gluconico + \% \% + + Nd + + Nd

Produccion de Y-pironas de:
D-glucosa \% \Y Nd - - Nd Nd Nd Nd
D-fructosa + - Nd \% \% Nd Nd Nd Nd

Produccion de acido de:
L-arabinosa + \ \Y + + + + + + Nd
D-arabinosa + R R v + v Nd ” P Nd
D-xilosa + v v + N + v + + -
L-ramnosa - R B ° v B ° ) P Nd
D—glucosa + V + + + + + + + P
D-galactosa + \% + + + + + + + Nd
D-manosa + \Y \Y + + + + + + Nd
D-fructosa + ° + - + B v v + Nd
L-sorbosa + v Nd + B Nd 3 B Nd
Melobiosa + B v + + Nd + + Nd
Sacarosa + B ° + v Nd + + R
Rafinosa - N N + Nd ) + Nd
D-manitol + v v B B + P "
D-sorbitol + B v B ¥ + °
Dulcitol v B v P R
Glicerol + - + + + + + + v
Etanol + + + + - + + + +

Desarrollo en presencia de 30%

de glucosa v \% + + - Nd + + Nd

Tipo de ubiquinona Q0 Q9 Q10 Q10 Q10 Q10 Q10 Q10 Q10 Nd

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales de los géneros de la familia Acetobacteraceae. Los
géneros son listados como:l, Gluconobacter. 2, Acetobacter. 3, Gluconacetobacter. 4,
Acidomonas. 5, Asaia. 6, Kozakia. 7, Swaminathania. 8, Saccharibacter. 9, Neoasaia. 10,
Granulibacter. Los simbolos indican; +: positivo; -: negativo; P: Poca actividad; V: variable; Nd: no
determinado ™.

Daniel Cerqueda Garcia 3



Introduccion

1.3 Gluconacetobacter diazotrophicus

Ga. diazotrophicus fue aislada por primera vez por Cavalcante y Dobereiner ¥, a
partir de raices vy tallos de diferentes variedades de cafa de azucar (Saccharum
officinarum), cultivadas en Brasil. La bacteria recibié el nombre de Saccharobacter
nitrocaptans *°!; poco tiempo después, se le cambio el nombre a Acetobacter
nitrocaptans. Posteriormente, basandose en  experimentos de hibridacion
RNA/DNA y DNA/DNA, en la presencia de flagelacion peritrica y en la capacidad
de oxidar acetato y lactato hasta CO, y agua, recibié el nombre oficial de

Acetobacter diazotrophicus 7.

Debido al esquema propuesto posteriormente por Yamada y colaboradores
para la taxonomia de la familia Acetobacteraceae, este fijador de nitrégeno es

referido actualmente como Gluconacetobacter diazotrophicus.
1.4 Fijacion biolégica de Nitrégeno

En la fijacion atmosférica del nitrdgeno, la energia luminica rompe la molécula y
rinde nitrégeno atomico, que se combina con el oxigeno del aire formando 6xidos
de nitrogeno. Estos se disuelven en el agua de lluvia dando nitratos que son
llevados a la tierra. La fijacion atmosférica de N, contribuye aproximadamente con

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

En la fijacion industrial, empleando elevadas presiones, a una temperatura de
600°C y con el uso de catalizadores, el N, y el hidrogeno gaseoso (H,) se
combinan para formar amoniaco (NH3). EI amoniaco puede ser usado
directamente para fertilizar, pero su mayoria es procesada transformandolo en
urea ((NH,).CO) y/o nitrato de amonio (NH4NQO3). Esta forma de fijacion contribuye

en un 25% del total del nitrégeno fijado anualmente.

Daniel Cerqueda Garcia 4
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El porcentaje restante del nitrogeno fijado (aproximadamente un 65%), es el
resultado de la Fijaciéon Biolégica de Nitrogeno (FBN), que puede ser
considerada como "la habilidad que poseen algunas especies de microorganismos
(bacterias y Archaea) de convertir el nitrdgeno atmosférico en amonio”. Esta
reduccion del nitrogeno es debida al complejo enzimético de la nitrogenasa. El
sistema de la nitrogenasa transfiere un total de 6[H] al N, y libera 2[H] como
hidrégeno molecular (H,). El amoniaco es el primer producto identificable de esta

reaccion enzimatica:

Los microorganismos fijadores de nitrdgeno pueden ser aerobios, anaerobios,
Gram (+), Gram (-), heterétrofos, autétrofos o fotétrofos, y su Unica caracteristica

en comun es la fijacion bioldgica de nitrégeno.

La FBN requiere de una elevada cantidad de energia. Ademas de la energia
necesaria en forma de equivalentes reductores, el complejo de la nitrogenasa
requiere de otra fuente de energia quimica, la cual es obtenida de la hidrdlisis del

ATP (16 moléculas de ATP por cada molécula de N, reducida).

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

presencia del oxigeno molecular !

, por lo que muchos microorganismos solo
llevan a cabo la fijaciobn de nitrégeno en condiciones de anaerobiosis o
microaerofilia. Aquellos organismos capaces de fijar nitrdgeno aerdbicamente
deben proteger a la nitrogenasa de su inactivacion, en respuesta a la presencia de
oxigeno en el medio °”. Como resultado de estudios sobre la capacidad que tiene
Azotobacter chrococuum para adaptarse a diferentes concentraciones de oxigeno,
se postuld el concepto de “Proteccidn Respiratoria” 1. La “Proteccién
Respiratoria” se define como el mecanismo mediante el cual se protege a la
nitrogenasa del efecto inactivador del oxigeno y se permite por tanto la actividad
diazotrofa, aun a concentraciones altas de oxigeno. Este mecanismo de

proteccion es el resultado de la alta tasa respiratoria de la bacteria, que consume

Daniel Cerqueda Garcia 5
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el oxigeno a nivel de la membrana y asi, abate su concentracion en el interior de

la célula. Ademas, la elevada actividad respiratoria acoplada, provee la energia

suficiente para sostener el alto costo energético de la fijacion de nitrogeno: de 16 a

18 ATP’s/ mol de N fijado °°*°!. Ga. diazotrophicus que es un organismo aerobio

estricto, puede realizar la fijacion de nitrdgeno sin ningun problema en condiciones
[74]

aerébicas a pH's tan bajos como 3.0 ', llevando al cabo la Proteccién
Respiratoria de la nitrogenasa.

1.5 Bioenergética bacteriana

La célula puede obtener la mayoria de las moléculas pequefias que necesita del
exterior o sintetizarlas a partir de moléculas mas simples. No obstante, las

macromoléculas son siempre sintetizadas en el interior de la célula.

La sintesis en la célula requiere la utilizacién de energia quimica, la cual puede ser
obtenida entre otros caminos, por reacciones de oxidacion-reduccion. En las
reacciones bioquimicas las oxidaciones y reducciones implican frecuentemente la
transferencia no solo de electrones, sino también de &atomos completos de

hidrégeno.

En la respiracion aerdbica, proceso que implica la oxidacién hasta CO, de las
moléculas combustibles, via la glucdlisis y el ciclo de Krebs y en el que se utiliza
O, como aceptor final de electrones; estos procesos permiten la mayor liberacion
de energia debido a la gran diferencia de potencial redox entre los donadores
primarios de electrones y el oxigeno, la energia liberada se acopla la sintesis de
ATP.

Las bacterias acido acéticas no realizan glucdlisis, debido a que carecen de
fosfofructocinasas; en cambio, llevan al cabo la oxidacibn incompleta
(fermentacién oxidativa) de un amplio espectro de azucares, alcoholes y polioles

(58 y excretan los aldehidos y acidos organicos formados ya sea transitoriamente o

Daniel Cerqueda Garcia 6



Introduccion

como productos finales no utilizables; este proceso esta intimamente ligado a una
cadena respiratoria corta que permite la rapida oxidacion 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 oxidacion-
reduccion, 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 estan firmemente enlazados
a enzimas de la membrana citoplasmatica. Aquellos que difunden libremente,
incluyen las coenzimas nicotinamida adenin dinucleotido (NAD+/NADH) y NAD-
fosfato (NADP+/NADPH); estas moléculas transfieren dos atomos de hidrégeno y

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

Los transportadores pueden estar asociados a membranas. Las funciones basicas
de estos sistemas son las de aceptar electrones de un donador y transferirlos a un
aceptor, conservando algo de la energia liberada durante esta transferencia para
la sintesis de ATP.

Existen distintas enzimas de oxidacion-reduccion implicadas en el transporte de
electrones: NADH deshidrogenasas, transportadores que contienen riboflavina y
flavin mononucleotido (FMN) o flavin adenin dinucleotido (FAD), que transfieren
atomos de hidrégeno a través de sus equivalentes reducidos; proteinas con hierro-
azufre y citocromos, que son proteinas que contienen un anillo porfirinico o hemo.
Ademas, existen los transportadores no proteicos, como las quinonas hidrofébicas;

las quinonas pueden difundir libremente a través de la membranal*?

Daniel Cerqueda Garcia 7



Introduccion

1.7 Proteinas dependientes de pirrolo-quinolin-quinona.

No se tenia conocimiento de que las quinonas pudieran funcionar como
cofactores hasta que se caracterizo la enzima metanol deshidrogenasa de las
bacterias metilotroficas. Los primeros estudios realizados mostraron que esta
enzima contenia un grupo poco comun y se le confundié con una pteridina.
Recientemente se han descrito variados ejemplos de enzimas bacterianas que

contienen quinonas y se les ha llamado “quinoproteinas o quinoenzimas” 26!,

Las quinoproteinas constituyen un grupo muy diverso y heterogéneo de
proteinas, que difieren de aquellas dependientes de nicotin y flavin nucleétidos
651 Las quinoproteinas utilizan como cofactor o-quinona para degradar
alcoholes, azucares o aminoacidos. ElI grupo de las quinoproteinas
dependientes de PQQ, incluye a multiples enzimas con actividad de
deshidrogenasa, algunas oxidasas y también a ciertas descarboxilasas

bacterianas .

El grupo PQQ se obtuvo por primera vez desnaturalizando la enzima metanol
deshidrogenasa; Salisbury y colaboradores ¥, aislaron un derivado y
propusieron una estructura para la coenzima. Basados en su nombre quimico
2, 7,9- tricarboxi-1H-pirrolo (2, 3, f) quinolina—4,5-diona, el nombre sistemético
pirrolo-quinolina quinona (PQQ), fue propuesto por Duine y colaboradores P,
en lugar del nombre trivial metoxantina el cual habia sido sugerido en un
principio ["”. Después de ser reportado como grupo prostético de la enzima
metanol deshidrogenasa, también se reportd6 que algunas otras
deshidrogenasas poseian este cofactor. En 1964 Hauge % demostré que la
glucosa deshidrogenasa de Acinetobacter calcoaceticus contenia un cofactor
desconocido, que posteriormente se identific6 como PQQ . Este
descubrimiento planteé la existencia de una tercera clase de deshidrogenasas,
las deshidrogenasas PQQ-dependientes, pertenecientes a un grupo de
proteinas que a partir de ese momento se comenzaron a denominar
Quinoproteinas. Los grupos prostéticos que estas 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) ..

Daniel Cerqueda Garcia 8
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Todas las deshidrogenasas dependientes de PQQ parecen ser membranales
siendo activas en el espacio periplasmico ¥ exceptuando la glucosa

deshidrogenasa soluble, PQQ-dependiente de Acinetobacter calcoaceticus *.

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

[116] Muchas de ellas, se encuentran asociadas a la membrana

azucares
citoplasmica y poseen su sitio catalitico orientado hacia el lado periplasmico, lo
gue les permite oxidar directamente el sustrato. Estas enzimas son importantes
debido a que participan en la oxidacion de sustratos desde el exterior celular,
pueden estar acopladas a la cadena respiratoria y por lo tanto a la produccion

de ATP 58],

Muchas bacterias pueden sintetizar grandes cantidades de PQQ y excretarlo al
medio. La cantidad de PQQ excretado puede variar entre 1 yg/ml a 1 mg/ml, lo
cual depende de la composicién del medio de crecimiento; se sabe que la

tirosina y el acido glutamico son los precursores del grupo PQQ

Daniel Cerqueda Garcia 9



Antecedentes

2 Antecedentes
2.1 Cadena respiratoria de Ga. diazotrophicus.

En las bacterias, los sistemas respiratorios son un conjunto de flavoproteinas
Fe-S, quinoproteinas, quinohemoproteinas, quinonas liposolubles y citocromos
organizados de forma asimétrica en la membrana, formando una cadena que
transporta electrones desde proteinas con un potencial redox negativo, hacia uno
positivo, en una serie de reacciones redox hacia un aceptor final, generando un
gradiente proton motriz transmembranal que conduce a la formacién de ATP por
un complejo FiFo de la ATPsintetasa *? 0 empleado para el transporte activo

secundario.

Las oxidasas terminales participan en la reduccion del oxigeno, aceptor final de la
cadena respiratoria de bacterias aerébicas *®. 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 Il mitocondrial y el citocromo ¢
soluble como donador directo. Los sistemas bacterianos pueden presentar dos o
mas oxidasas terminales con diferente afinidad al oxigeno, permitiendo la
adaptacion a un intervalo amplio de concentraciones de oxigeno presentes en el

medio 8.

La cadena respiratoria de Ga. diazotrophicus estd compuesta por diversas
deshidrogenasas membranales que donan sus electrones directamente a la UQ1o
membranal (figura 2) B aunque también presenta UQs en muy baja
concentracion P9, 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 periplasmico: la PQQ glucosa deshidrogenasa (PQQ-GDH), la PQQ
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alcohol deshidrogenasa (PQQ-ADH) y la PQQ aldehido deshidrogenasa (PQQ-
ALDH), entre otras .

Glucosa  Gluconato Etanol Aldehido Acetato

GDH i ALDH

N

.

vyl

o e®
crrprerrrrrre @ pen:
u = .

PR \

SDH

NADH NAD* Succinato  Fumarato

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

Ga. diazotrophicus Unicamente posee quinol oxidasas terminales, cuya expresion
esta regulada por la concentracion de amonio en el medio de cultivo . Cuando la
concentracion de amonio es baja, la bacteria fija nitrdgeno atmosférico y expresa
dos oxidasas terminales: citocromo bas resistente a cianuro y citocromo bbs
sensible a cianuro B%; en condiciones de alta concentracién de amonio (sin fijacién

de nitr6geno) la oxidasa ba; es sustituida por una oxidasa bd.

Las deshidrogenasas tienen un papel importante en la fijaciébn de nitrdgeno,

debido a que la alta tasa respiratoria promovida por ellas, consume el O, del
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medio, disminuyendo su concentracion en el citoplasma y evitando la inhibicion

irreversible de la nitrogenasa 2.

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 aerébica de Ga.
diazotrophicus. Ga diazotrophicus es una bacteria endofita de la cafia de azucar y
crece en medios con altas concentraciones de sacarosa, por lo que se hace muy
importante conocer y caracterizar los proceso de degradacion de la glucosa y las

enzimas o complejos enzimaticos 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 via de las fosfato-pentosas
1867 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 . Se ha reportado que la oxidacién directa de la glucosa en el
espacio periplasmico es la via mas importante en el metabolismo de la glucosa

(figura 3) 974,

La presencia de una glucosa deshidrogenasa pirrolo-quinolina quinona (PQQ)
dependiente, responsable de la conversion periplasmética de glucosa a gluconato,
fue reportada por Attwood y colaboradores ! y esta ligada a la cadena
transportadora de electrones al transferir los electrones producto de la oxidacion

de la glucosa a la quinona 7.
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Periplasma Glucosa Gluconato 2-ceto gluconato

PRPPRPRPEOR
EEEAEABSAAS % 6 : 6@&5@%@

Citoplasma Glucosa Gluconato 2-cetogluconato

Figura 3. Ruta de oxidacidn 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

[27]

Acinetobacter calcoaceticus la mMGDH se ha encontrado en otras bacterias

como Pseudomonas sp. ?%, Gluconobacter sp. [, Klebsiella sp. °*: Rhizobium sp.
M mostrando estar extensamente distribuida entre las bacterias Gram (-). Las
dos enzimas no muestran homologia en sus secuencias ni similaridad en sus

caracteristicas cinéticas e inmunoldgicas (Tabla 2).

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

GDH membranal " GDH soluble °'"*"™
Tamafio Monémero 80-86 kDa 2 mondémeros 50-57 kDa
Estructura Superbarril con 8 propelas Superbarril con 6

de 4 beta plegadas propelas de 4 beta plegadas
pl 7.0 9.5
pH 6ptimo 6 7
Km 0.63mM 20 mM
Vmax 24.8° 4610°
Sustratos Glucosa, monosacaridos, Glucosa y disacaridos
oxidables
Aceptores de UQ. Desconocido
electrones

Termoestabilidad Inactivacién térmica a 55°C Inactivacion térmica a 40°C en
en 20 min. 25 min.

% Ga. diazotrophicus, > A. calcoaceticus, ¢ umol 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 uniéon a PQQ muy
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conservado en el dominio del carboxilo terminal. Su sitio catalitico ve hacia el
periplasma ¥4, 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 facilmente
removido con EDTA (tipo 1) y las tolerantes a EDTA en las cuales el grupo PQQ no

puede ser removido con EDTA (tipo 1) %,

Se ha propuesto que la mMGDH tiene una estructura de superbarril homdlogamente
a la MDH " compuesta por ocho motivos W (figura 4), cada uno compuesto por
cuatro hebras B-plegadas; el motivo W1 interactia con el W8 (que cuenta con una
parte formada por el dominio del amino terminal) para formar la proteina en forma

de superbarril.

Figura 4. Representacion esquematica 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 B-
plegadas (etiquetadas como A. B, C y D).También se representa el PQQ (esferas unidas con
varas) y el ion metdlico (esfera) re,

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 ?*), ademéas de requerir iones de Ca** o Mg®*
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para su actividad. Algunos compuestos artificiales como metasulfato de fenazina
(PMS) [ 2 6-diclorofenolindofenol (DCPIP) Y Wurster's Blue (WB) ¥ y
polimeros electro conductores ®° actlian 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 unién a ubiquinona **;
uno localizado cerca del PQQ, el cual lleva una ubiquinona ligada (quinona
enddgena) que ha mostrado ser importante en la actividad catalitica de la enzima.
El segundo sitio de unién a ubiquinona transfiere electrones a la poza membranal

de ubiquinona (figura 5)

Ubliquinol
oxldase

Cytoplasm

2H* +1/20, H,0

Figura 5. Modelo de la topologia 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 union a la
ubiquinona (UQg); El Q, en el cual tiene una UQg ligada y el Q, que transfiere electrones a la poza
de UQg. Los electrones del PQQ reducido se transfieren a la UQg ligada y luego a la poza de UQg 6
directamente a la poza de UQg °".
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2.3 Importancia fisiolégica de la PQQ-GDH

La glucosa deshidrogenasa (PQQ-GDH) junto con una gluconato deshidrogenasa
membranal (GaDH) constituyen la ruta de oxidacion directa de la glucosa en Ga.
diazotrophicus .

El gluconato puede ser metabolizado posteriormente por la via de las pentosas
fosfato (Figura 6) o la via de Entner-Doudoroff *?. En Gluconobacter oxydans, la
glucosa puede ser fosforilada por una hexoquinasa a glucosa-6-fosfato y oxidada

a 6-fosfogluconato **.

12

] Gluconate N

PQQH P(

Nitrogenase

-\(;;bo;i-;a
P4 \ . /' \“—K
f T

Oxidative
phosphorylation

\?/

0, H,0

Figura 6. Modelo del metabolismo del carbono y desarrollo de Ga. diazotrophicus. Via de las
pentosas fosfato (HMP), ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA) 521,

En Ga. diazotrophicus, también se expresa simultaneamente una GDH

dependiente de NAD" como ruta intracelular de la oxidacién de glucosa.

La PQQ-GDHm se expresa constitutivamente, 2 en todas las condiciones y
fases del cultivo y esta regulada por un eficiente uso de la fuente de carbono en
condiciones en las que la demanda energética es alta; este tipo de regulacion se
observa en enzimas envueltas en el secuestro de sustrato o metabolismo de
sobreflujo parecido al de G. oxydans que acidifica rapidamente el medio

confiriéndole una ventaja competitiva frente a otras bacterias .
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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 1°?. Se ha observado que el desarrollo de la biomasa depende de
la fuente de carbono (glucosa o gluconato) y de nitrogeno (N, 6 amonio),
principalmente en condiciones de fijacion de nitrégeno y gluconato como fuente de
carbono, ya que se presenta un menor rendimiento en la produccién de biomasa
debido a que el gluconato es una forma mas oxidada que la glucosa y la actividad
de la PQQ-GDH no se presenta (por lo tanto hay un menor porcentaje de
fosforilacion oxidativa). La glucosa como fuente de carbono en condiciones de
fijacion de nitrdgeno es una via mas eficiente para la produccién de biomasa y la
biomasa es sintetizada del gluconato y del amonio irrespectivamente de la fuente

de carbono y nitrégeno 2.

Por otro lado la importancia fisioldgica de la PQQ-GDH se presenta no solo en el
poder reductor del grupo PQQ ya que ademas se ha reportado una alta eficiencia
energética de la cadena respiratoria (incremento en los porcentajes de
fosforilacién oxidativa), y se ha sugerido que Ga. diazotrophicus es capaz de
desarrollar mecanismos que llevan al mejoramiento en la producciéon de energia
en presencia de aldosas y bajo fijacion de nitrégeno las cuales son condiciones

naturales en el interior de las plantas hospederas Y.
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3 Objetivos.

Objetivos generales.
® Analizar a la PQQ-GDH de Gluconacetobacter diazotrophicus en relacion
con dominios estructurales determinados por su secuencia de aminoacidos.
@ Investigar sobre la importancia de la PQQ- GDH de Ga. diazotrophicus en

cuanto a la fijacion de nitrégeno y el metabolismo de la glucosa

Obijetivos especificos
@ Purificar a la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus
@ Analizar “in silico” la secuencia de la PQQ-GDH purificada, en basqueda de
dominios caracteristicos
@ Proponer con base en el perfil hidrofébico la topologia membranal de la
PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus
® Caracterizar en relacibn 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 bioldgico.

Cepa silvestre de Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5.
Cepa M3 de Gluconacetobacter diazotrophicus PQQ-GDH"

4.2 Obtencion 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 habia liberado la secuencia
gendmica de Ga. diazotrophicus, por lo que el disefio de oligonucleétidos se basoé
en la secuencia reportada para la PQQ-Glucosa deshidrogenasa de Ga.

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

Por medio de la técnica de la Reacciéon 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 EcoRlI-
Hindlll, qgue se encuentran tanto entre los sitios Unicos de clonacion del vector,
como en el fragmento obtenido. pUC 19 es un vector de alto nimero de copias
gue contiene el gen bla que codifica para la beta-lactamasa que confiere
resistencia a ampicilina. El vector conteniendo el fragmento se us6 para

transformar células competentes de E. coli DH5a crecidas en medio LB-Ap (200

pg/ml).

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

liberé el vector conteniendo el fragmento de 1050 pb por digestion con EcoRI-
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Hindlll. El fragmento es interrumpido con un casette de resistencia a kanamicina,
obtenido a partir del plasmido sBSL99 (QKm) en el sitio Pstl, obteniéndose el
plasmido pUC1050::QKm99.

Insertando el plasmido pUC1050::QKm99 en la cepa silvestre de Ga.
diazotrophicus y por recombinacion homodloga, se obtuvo la mutante de Ga.
diazotrophicus GDH'. La insercion del vector se hizo por electroporacion en células
electrocompetentes de Ga. diazotrophicus w.t que se prepararon mediante el

protocolo reportado por Arrieta y colaboradores .

4.3 Cultivo del material bioldgico.

Ga diazotrophicus PAL5 fue crecida en medio LGl modificado B conteniendo
sacarosa al 5% y sales: K;HPO, (5g), Na;HPO, (4g), MgCl, (0.2g), CaCl, (0.02g),
FeCl; (0.019), 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 | de capacidad con 60 | de volumen de trabajo, a 30 °C, una
aeracion de 60 | de aire/min y agitado a 120 rpm. El fermentador fue inoculado con
4 | 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 centrifugacion,
utilizando una centrifuga de flujo continuo marca Sharples Pemwalt (tipo CLT1,
Tlalnepantla, México).

La mutante M3 de Ga. diazotrophicus fue cultivada en medio LGI 6 en medio LGI
con 0.2% de glicerol (v/v), adicionados de kanamicina (120 pg/ml); para el cultivo
se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50 ml de medio 6 de 2L
conteniendo 1L de medio. Las células fueron crecidas durante 4 dias a 30 °C y

una agitacién de 250 rpm y cosechadas por centrifugacion 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 CaCl, y 1 mM MgCl,, pH 6.0. Las células fueron
usadas inmediatamente o almacenadas a -79°C para su uso posterior.

4.4 Obtencion de membranas

Las membranas de ambas cepas se obtuvieron por ruptura mecanica del paquete
celular, utilizando perlas de vidrio de 0.150 um 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 pg/ml) y 1
tableta de Complete™ por cada 50 ml (Roche). La preparacion fue centrifugada a
7000 rpm por 10 min para eliminar los restos celulares y las membranas fueron
aisladas a partir del sobrenadante por centrifugacién a 30 000 rpm durante 30 min.
Todo el proceso se efectia a 4°C. La preparacion de membranas fue lavada dos
veces con amortiguador de fosfatos y almacenada hasta ser utilizada a -79°C.

4.5 Caracterizacion 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 midi6 el pH y la densidad 6ptica a 560
nm en un espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401PC.

4.5.2 Actividad de oxidasas

Las actividades de oxidasas fueron determinadas polarograficamente a 30 °C,
empleando un oximetro provisto de un electrodo tipo Clark (Yellow Springs,
Instruments). La mezcla de reaccion se ajusté a un volumen final de 2 ml
conteniendo: amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 6.0 para glucosa, etanol, y
acetaldehido oxidasa, 6 pH 7.4 para NADH oxidasa) y suspensiéon membranal (0.1

mg de proteina) 0 suspension celular (5 mg de peso humedo). La reaccidon se
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inicié por la adicion del sustrato: glucosa, etanol, acetaldehido, NADH vy glicerol a

una concentracion 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 ?; la mezcla de reaccién contenia 0.08 mM de
DCPIP, 0.6 mM de PMS, 1.5 mM de KCN y 0.03 mg de proteina en un volumen
total de 1ml de amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 6.0 para glucosa, etanol,
acetaldehido y glicerol 6 a pH 7.4 para NADH). La reaccion fue iniciada por la
adicion del sustrato a 1 mM final. Se determind el cambio de absorbancia a 600
nm durante 1 min, a temperatura ambiente, en un espectrofotometro Shimadzu
UV-2401PC. La actividad se calcula utilizado un coeficiente de extincion molar de
21 mM cm™ para el DCPIP reducido.

4.6 Analisis electroforético
4.6.1 Electroforesis nativa (PAGE).

La pureza de la preparacion conteniendo a la PQQ-GDH purificada se analizé 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-HCI, pH 8.9; la solucién se polimeriz6 utilizando 10mg de
persulfato de amonio y 0.1 % de N.N.N'.N’,-Tetrametiletilendiamina (TEMED). El
gel concentrador contenia 4% de acrilamida, 8% de glicerol, 0.1% de Triton X-100
y 125 mM de tris-HCI; la solucion se polimerizé utilizando 10 mg de persulfato de
amonio y 0.1% de TEMED. 30 ug de la PQQ-GDH purificada se diluyeron en
amortiguador de carga compuesto por 125 mM de Tris-HCI, 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 Trisy 1.44 % de glicina. Como marcador de peso molecular se utilizo el
Precision Plus Standard™ de BIO-RAD.

La electroforesis se realizé a una corriente constante de 25 mA a 4 °C. Una parte
del gel fue tefiido con azul de Coomassie R250 al 0.05% en solucién de metanol
(25% v/v), acido acético (10% v/v) y glicerol (5%) en agua destilada; después de la
tincion el gel fue lavado con la misma solucion pero sin Coomassie R250. A la otra
parte del gel se le realiz6 una zimografia para actividad de PQQ-GDH. Para la
zimografia se utilizé nitro azul de tetrazolium (NTB) y metasulfato de fenazina
(PMS) como aceptor e intermediario de electrones respectivamente, utilizando

4 El gel fue sumergido en 200 ml de amortiguador de

glucosa como sustrato |
Mcllviane (fosfatos y citratos) a pH 6.0 conteniendo 28 mg de PMS y 8 mg de NTB.
Se incubd en ausencia de luz por 20 minutos a 4 °C en agitacién constante. La
reaccion se inicio por la adicién de 100 mM de glucosa. Después de la aparicion
de bandas azules (reaccion positiva), la reaccion fue detenida por la adicion de

acido aceético 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 ?. El gel resolvedor se prepar6 a una
concentracion final de 10% de acrilamida, 8.0% de glicerol, 1% de dodecil sulfato
de sodio (SDS) y 375 mM de Tris-HCI a pH 8.9; la solucion fue polimerizada por la
adicién de 10 mg de persulfato de amonio y 0.1% de TEMED. El gel concentrador
contenia 4% de acrilamida, 8% de glicerol, 1% de SDS y 125 mM de Tris-HCI a pH
6.8; la solucion fue polimerizada por la adicion de 10 mg de persulfato de amonio,
0.1% de TEMED. 30 ug de la PQQ-GDH purificada se diluyeron en la mezcla de
digestion que contenia: 5% de SDS, 3% de B-mercaptoetanol, 15% de glicerol y
125 mM de Tris-HCI a pH 6.8. La preparacion fue puesta en un bafio de agua en

ebullicion 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 utilizd
el Precision Plus Standard™ de BIO-RAD.

La electroforesis se realizO a 25mA de corriente constante a temperatura
ambiente. Al termino de la corrida el gel fue tefiido 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 agitacion constante; después de la tincion el gel fue lavado con la

misma solucion pero sin Coomassie R250.

4.7 Secuencias de péptidos internos.

La secuencia de aminoacidos de la banda asociada a la PQQ-GDH en la
electroforesis SDS-PAGE, fue determinada por el Dr. Guillermo Mendoza
Hernandez del departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la
UNAM. La banda fue cuidadosamente cortada del gel tefiido con azul de
Coomassie, destefiida, reducida, carbaminometilada, lavada, digerida con tripsina

[61 " El volumen del extracto fue

y extraida de acuerdo a lo reportado por Kinter
reducido por evaporacion, por medio de una centrifuga al vacio a temperatura

ambiente y el volumen se ajusto a 20 ul con &cido formico.

La muestra se analizé por espectrometria de masas utilizando el sistema 3200
QTRAP (Applied Biosystems/MDS Sciex, Ontario, Canada), el cual esta 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 um, 50 X 0.075
mm, Agilent, Germany), equilibrada con acetonitrilo al 2% y acido formico 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 automatico 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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exploracion por EMS fue fijado a t m/z 400-1500 y 4000 amu/s. Los iones
seleccionados fueron sujetos a exploracion por Enhanced Resolution a una
velocidad baja de 250 amu/sec sobre un intervalo de masas estrecho (30 amu), y
después sometidos a exploracion en un Enhanced Product lon Scan (Ms/MS). Los
iones precursores fueron fragmentados por disociacion activada de colisiéon (CAD).
Los fragmentos de iones generados fueron capturados y analizados en una
trampa de iones lineal Q3. La identificacidon 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 Cuantificacion de proteina

La concentracion de proteina fue determinada por el método de Lowry modificado

%1 ytilizando albtmina sérica bovina como proteina estandar.
4.9 Perfil hodrofobico

El perfil hidrofébico se realiz6 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 Analisis filogenético

El analisis filogenético se realiz6 por medio del programa Bioedit “°
(http://www.mb.mahidol.ac.th/Downloads/Mol-Bio/Bioedit.html) y el programa
MEGA 4.0.1 "® (http://www.megasoftware.net/).
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5 Resultados.

5.1 Purificacion de la PQQ-GDH.

Se llevo a cabo la purificacion de la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus siguiendo el
protocolo descrito por Sara Paez !, en el cual se utilizaron columnas de
intercambio i6nico (DEAE-Toyopearl y CM-celulosa) y una columna de exclusion

molecular (Sephacryl-S200).

La PQQ-GDH purificada se analizé en electroforesis nativa (PAGE), la cual nos
reveld una banda Unica de 86 kDa (figura 7B). La banda dio reaccion positiva en
una zimografia en la que se utilizé6 glucosa como sustrato y NTB y PMS como
aceptor y mediador de electrones respectivamente (figura 7C). Este resultado nos
permitié verificar que la banda obtenida esta asociada a la actividad de glucosa
deshidrogenasa. Asimismo se realizO una electroforesis desnaturalizante (SDS-
PAGE), la cual nos mostro la naturaleza monomérica de la PQQ-GDH purificada
(figura 7D). Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado por Sara Paez '
y con los datos obtenidos para PQQ-GDHs provenientes de otras especies de

bacterias E. coli, A. calcoaceticus G. oxydans y P. fluorescens &% 825471
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A B C D
180kDA
116kDA
9 R Tt
84kDA 86kDA 86kDA
58kDA
48kDA
36.5kDA
26.6kDA

Figura 7. Analisis 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 tefiida con Coomassie Blue R-250 y por zimografia, respectivamente. El
carril D muestra la banda asociada a la enzima al ser analizada por electroforesis desnaturalizante
(SDS-PAGE), tefiida con Coomasie Blue R-250.

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

[46]

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

obtuvieron 5 péptidos internos que fueron secuenciados por espectrofotometria de
masas (Dr. Guillermo Mendoza Hernandez, laboratorio de Proteinas Facultad de
Medicina, UNAM):

1) TEHHKNFQHMT

2) IFLPTDDGR

3) TGNIFWLDRR

4) PLPLPFK

5) LPAGGKSTPMTYEAGGRQYIVTVDGGHGSFGTR
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5.2 Anélisis 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.nim.nih.gov) y el programa Mascot Software

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

en su secuencia de aminoacidos. 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 procedio a localizar en ella la secuencia de aminoacidos

correspondiente a los péptidos secuenciados (Figura 8):

Localizacion de los péptidos internos en la secuencia de la PQQ-GDH

VELYLLAGGIWLTALGGSLYYLIAGALLLVTAVLLLRRRY &0

EATWVYARTLIGTM ALAPRGDILVPLGIWLMLEPITRNLEGTENLGTRED 120
LAPPSRAAQVPLGLAVI W E TQDPQDIRGESLPQVAQNAPTPGDAGEIPDEDWS 180
AYCGRTGEGDRESPLEQITPDNVHNLEVAWTFRTCDVEGPHDPGEFTDETTEL FIR'-«" 240

CEPHQILFALDARATCELEWKEDPFING el i R VS THETAQGRAETIDERAQREVIC 300
IEHHKHFQ

ok ok ok

GHE IFLPTHDGRJFZLDREITZFL ﬂFC DEMVDLEAGEVVETAGFFEATSERVVITDEMY 360
IFLPTDD

AhkA kA - hkk&

MNIEQGLRPVLAITA

IVEGAVMDNY STHEPSGVIRGEFDVY TGRLVWVEFDAGHNPDPNEMPSDTHHEVGNSENSWIV 420
SEYDPELNLIFIPMGVOTPDIWGGNRGADAERYASSILALNADTGELAWSYQTVHHDLWD 480
MDIPRQPSLVDVRTAGEDIVEALYAPEFn N RURN NN T cTE IVEAPETEVEQGPRPGDH 540

TGN IFWLDRE
T
LSPTQPFSELTFRPENNLTGADMWGGTMFDQLMCRIMFEQLRYDGPFTPPSLOQGTLVERPG €00
NLGMFEWGGLAVDEPVROIATANPIATIPEVSRLIPRGPNNPASPDASOPSGSETGVOPMES €60
VPYGVILSPFLEPLGLPCEEPAWGFMACIDLETNT IVWMHRNGT IRDS RGN AT, CWE 720
PLPLF
ok ek Rk

SLGGPLTTAGGVAFLTSTADEY IRAYDVITGRQLWO 'LEHGGQSTPHTIAVGGRQFIVT 780
LPAGGRSTPMTYEAGGROY TVT

kdd gk s kdkhhdk ok e kokok
Ape ey AT C DYV VAYALEFEAH 205
DGGHGSFG
E i

Figura 8. Localizacién de los péptidos internos en la secuencia de aminoéacidos de la PQQ-GDH
de Ga. diazotrophicus (GenBank No. de acceso CAP57220.1).
(*)=identidad, (:)=sustitucién conservativa; (.)=sustitucién semiconservativa.
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5.3 Andlisis de la secuencia de la PQQ-glucosa deshidrogenasa.

5.3.1 Grupo prostético.

Por medio del analisis de dominios conservados en la secuencia de aminoacidos
de la PQQ-GDH, utilizando la base de datos del NCBI

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

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

enzimas de la familia de las deshidrogenasas dependientes de este cofactor

(figura 9).

{ 123 il m m 2 m 11

Secuencia
Sitio activo
Sitio activo
Motivos Trp
Motivos Trp

Sitios no FQQ_DH

'e-specificos "' [ mm

|
Superfamilia PQQ DH

| éﬁperfamil ia PQQ DH

Superfamilias

Figura 9. Esquema de los dominios presentes en la secuencia de aminoacidos de la PQQ-GDH de
Ga. diazotrophicus. Los tridngulos representan la localizacién de los dominios de unién a PQQ en
el sitio activo. También se sefialan los motivos de tript6fano que colaboran en la formacion de la
estructura de superbarril de la proteina.

Se localizaron los motivos de tript6fano, altamente conservados entre las

deshidrogenasas dependientes de PQQ (motivos W) "% (figura 10).

La region de union a la quinona membranal estd compuesta por 80 aminoacidos,
de acuerdo con lo reportado para la PQQ-GDH de E. coli por Yamada ®". Esta
region fue localizada en la PQQ_GDH de Ga. diazotrophicus entre el aminoacido

Daniel Cerqueda Garcia 29


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi

Resultados

510 y el 590 (figura 10), encontrando que estos aminoacidos se encuentran
altamente conservados entre ambas enzimas. Los aminoacidos con interaccion

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

ecuatorialmente con este grupo y el ion metélico en el sitio activo en la enzima de
E. coli *®7 fueron localizados en la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus (Figuras 11

y 12)

T |
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R . |
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R R |
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Figura 10. Localizacién de los motivos de interaccion del triptéfano (W en rojo) y el motivo de unién

a la quinona membranal (en negro) en la secuencia de la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus

Daniel Cerqueda Garcia 30



Resultados

His273

PQQ

Trp418

Figura 11. Modelo de interaccién del PQQ con los aminoacidos axiales en Ga. diazotrophicus, de
acuerdo al modelo postulado para E. coli . EI PQQ se encuentra entre el triptéfano 418 y la
histidina 273.

wud Leu-722

Thr-438 %

Asp-480

Figura 12. Modelo de las interacciones del PQQ con los aminoacidos ecuatoriales y el calcio
[qg\]/alente en la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus, basado en el modelo para la PQQ-GDH de E. coli
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5.3.2 Perfil hidrofébico.

Se realiz6 el perfil hidrofébico de la PQQ-GDH para predecir sus segmentos
transmembranales y su topologia en la membrana. Los resultados obtenidos del
analisis de la secuencia de aminoacidos 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 est4 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).
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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 orientacion de los aminoacidos en la membrana de la
secuencia de la PQQ-GDH analizada con los programas CINEMA y TMHMM.

Los aminoécidos en el citoplasma se muestran en verde, las hélices transmembranales en azul y
los aminoacidos orientados hacia el periplasma en rojo.

Con base en estos resultados se realiz6 un modelo de la posible topologia de la
PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus (figura 14). En este esquema se sefialan
también la lisina-508 y el acido aspartico-480 que interactia con la Quinona
endogena (Qg). Este aminoacido también es importante en el sitio activo iniciando
la reaccién de abstraccién de un proton de la glucosa de acuerdo a lo reportado

para E. coli .
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Periplasma

N-terminal Citoplasma

Figura 14. Modelo propuesto de la topologia de la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus en el cual se
muestran los cinco segmentos transmembranales, el sitio de union de la quinona enddgena (Qg) Yy
el sitio de union a la quinona membranal.

5.3.3 Filogenia de la PQQ-GDH.

Para realizar el andlisis filogenético, se obtuvieron las secuencias de aminoacidos
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

homologia 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 maxima
parsimonia Y. El arbol consenso inferido de 200 replicaciones ¥, representa la
filogenia de las secuencias analizadas, y fue obtenido usando el algoritmo Close-
Neighbor-interchange (CNI) . Todas las posiciones conteniendo gaps fueron
excluidas, encontrando un total de 394 posiciones, de las cuales 317 fueron

informativas. El andlisis se realizé con el programa MEGA 4.0.
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Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium medicae
Agrobacterium tumefaciens
Agrobacterium vitis
Ochrobactrum anthropi
Rhizobium leguminosarum
Rhizobium etli
Rhodobacter sphaeroides
Mesorhizobium loti
Rhodospirillum centenum
Aurantimonas sp.
Acidovorax avenae
Variovorax paradoxus
Psychromonas ingrahamii
— Pseudomonas fluorescens
L- Pseudomonas aeruginosa
Roseovarius sp.
Parvibaculum lavamentivorans
Sphingomonas sp.
Erythrobacter sp.
Oceanicola granulosus
Oceanicola batsensis
— Agrobacterium radiobacter
L Bradyrhizobium
— Gluconobacter oxydans
LE Gluconacetobacter europaeus Bacterias aceticas
M Gluconacetobacter diazotrophicus
—— Acinetobacter calcoaceticus
Bordetella petrii
Proteus mirabilis
Pantoea citrea
—— Burkholderia phymatum
_E Burkholderia xenovorans
Burkholderia phytofirmans
—— Erwinia tasmaniensis
| _E Rahnella aquatilis
Serratia proteamaculans
Enterobacter cancerogenus
Enterobacter asburiae
Shigella dysenteriae
L|E Shigella boydii
A Escherichia coli
Salmonella enterica
Citrobacter koseri
Enterobacter sakazakii
Klebsiella pneumoniae
Methylobacterium extorquens

Figura 15. Filogenia de las PQQ-GDHs membranales de proteobacterias, se utilizé 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 Caracterizacion de la mutante M3 PQQ-GDH"

Como mencionamos en la introduccién, la oxidacion directa de la glucosa en el
espacio peripldsmico es la via mas importante para su utilizacion en Ga.
diazotrophicus ! ", 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) estan

ausentes 9,

Por esta razén, es muy importante determinar cual es la importancia fisiolégica de
la PQQ-glucosa deshidrogenasa membranal y para ello se caracterizd, 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 determind la curva de crecimiento de la mutante Ga. diazotrophicus PQQ-GDH’
(M3) en un medio minimo con sales (LGl modificado), donde la bacteria para
crecer necesita fijar nitrégeno; la fuente de carbono es sacarosa. Se midieron la
D.O. s60nm Y €l pH hasta alcanzarse la fase estacionaria. La curva de crecimiento
obtenida se compard con la de la cepa silvestre (wt), crecida en las mismas

condiciones (figura 16).

La mutante alcanz6 una D.O. s60nm SiMilar a la de la wt (2.5), aunque su fase de
adaptacion (fase lag) fue mas larga (5 h para la wt y 15 h para la mutante),
indicando que en la mutante fue necesario activar vias metabdlicas que le
permitieran crecer en el medio con sacarosa. Sin embargo, una vez que la
mutante se adapt6 al medio, su fase logaritmica es mas rapida (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 acido
gluconico producto de la oxidacion de la glucosa por la PQQ-GDH. En contraste,

ante la ausencia de esta enzima, la mutante no produjo acidificacién en el medio.

Densidad optica

Horas

Figura 16. Cinéticas de crecimiento de Ga. diazotrophicus PQQ-GDH(M3) y WT, crecidas en
medio LGI. La densidad 6ptica (D.O.) se midié a 560 nm

5.4.2 Actividades respiratorias

Para conocer si la falta de acidificacion se debia 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
ademas de glucosa, etanol y acetaldehido, que son los otros sustratos de las

deshidrogenasas periplasmicas 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 mas disminuidas
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(hay una pérdida de 93 y 88 % de la actividad respectivamente), mientras que en

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

Actividad de oxidasas en células enteras

Cepa Silvestre Mutante M3
Actividad Actividad | Actividad Actividad
Sustrato | Especifica® Total Especifica Remanente®
Glucosa 74 1 5.2 0.07
Etanol 56 1 12.4 0.22
Aldehido 60 1 29 0.5

Tabla 3. Comparacion de la actividad de oxidasa entre células de la mutante M3 y de la cepa
silvestre.

natomos de O, min™ mg™ de peso himedo celular.

®a actividad remanente se calculd respecto a la actividad total de las células de la cepa wt.

Para determinar si la disminucion en la actividad de oxidasa era consecuencia de
una afectacién 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, ademés de la NADH deshidrogenasa que por su orientacion

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 localizacion en la membrana es hacia el citoplasma,
no muestra ningun 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 periplasmicas no solo no disminuyen
sino por el contrario aumentan, siendo el incremento mas importante a nivel de la

PQQ-aldehido deshidrogenasa, cuya actividad aument6 10 veces (Tabla 4).
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Actividad de deshidrogenasas membranales

Cepa silvestre Cepa M3
Sustrato Actividad  Actividad | Actividad Actividad
especifica® total especifica remanente®
Glucosa 1954.6 1 256 0.13
Etanol 866.6 1 1466 1.7
Aldehido 1838.4 1 18215 10
NADH 2200 1 2191 1

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).

®Las actividades estan dadas en nmoles de DCPIPH, min™ mg™ de proteina.

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

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

Actividad de Oxidasa en membranas

Cepa Silvestre Cepa M3
Sustrato | Actividad  Actividad | Actividad  Actividad
especifica® total especifica remanente®
Glucosa 1457.52 1 7.1 0
Etanol 220.84 1 7.1 0.04
Aldehido 706.67 1 320 0.36
NADH 2252.52 1 448 0.12

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).

%Las actividades estan dadas en nAtO, min™* mg™ de proteina.

®a actividad remanente fue calculado con respecto a la actividad total de la cepa silvestre.
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Los resultados anteriores nos indican que la mutante M3 carece de la PQQ-GDH,;
entonces, ¢por qué via esta siendo utilizada la sacarosa que se encuentra en el

medio de crecimiento?

Como se menciond anteriormente, carece de las enzimas claves de las rutas de
Embden-Meyerhof-Parnas (6-fosfofructoquinasa y 1l-fosfofructoquinasa) y Entner-
Doudoroff (6-fosfogluconato dehidratasa y 2-ceto-3-deoxifosfogluconato aldolasa)

y se plantea que la utilizacion de azlcares es por la via de las pentosa fosfatos.

Por estudios bioquimicos se ha establecido la presencia de la levansacarasa en la
bacteria ®; 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 °°.,

Quisimos probar si la mutante M3 es capaz de crecer en estas dos fuentes de
carbono, en una alternativa como glicerol, asi como en el producto de la oxidacion

de la glucosa, el acido glucénico.

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

la cepa silvestre %, la cepa M3 no utiliza a la fructosa como fuente de carbono.

La mutante puede crecer bien en glucosa y en acido glucénico, alcanzando D.O.
semejantes a las obtenidas cuando se crece en sacarosa (~2.2), y aun mejor en
glicerol (D.O.s6onm =3.8). En todos los casos, las D.O. seonm 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 acidificacién del

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

carbono la glucosa, por una via en la que la PQQ-GDH no patrticipa.

La via 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 via 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 comparacion a la PQQ-GDH ) 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 fosforilacion de la glucosa a glucosa 6-P por la glucocinasa;
esta reaccion es el primer paso en la via de las pentosas fosfato; localizamos en el
genoma de Ga. diazotrophicus (GenPept YP_001602005.1), el gen que codifica

para esta enzima.

Entonces, lo mas probable es que la mutante esté creciendo a expensas de la
utilizacion de la glucosa por la via de las pentosas fosfato, a pesar de la falta de la
PQQ-GDH.
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6 DISCUSION
6.1 Como miembro de las PQQ-GDH

La enzima purificada a partir de Ga. diazotrophicus es una enzima monomerica de
acuerdo al analisis electroforético, que oxida a la glucosa como lo confirma la
zimografia utilizando glucosa como sustrato. El andlisis de la secuencia de los
péptidos obtenidos a partir de la digestion de esta proteina, permiti6 su
identificacion como GDH en el genoma de Ga. diazotrophicus. Con el analisis "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 161

, las secuencias de los ocho motivos de triptofano (W), los cuales le dan la
estructura de superbarril a la enzima (Figura 10); los aminoacidos que interacttan
como ligandos axiales de la PQQ y aquellos que interactian ecuatorialmente con
este grupo y el i6bn metélico (Figuras 11 y 12), en el sitio activo de la PQQ-GDH

de Ga. diazotrophicus.

Asi mismo se localiz6 el dominio de union con la UQ de la cadena respiratoria, que
muestran una secuencia de aminodcidos altamente conservada y que fue
identificado entre los motivos triptofano W5 y W6. Se ha reportado que esta
regibn no se encuentra en las PQQ-Metanol deshidrogenasas y PQQ-Alcohol
deshidrogenasas de Methylobacterium extorquens y Pseudomonas aeruginosa '),
pero muestra una identidad de 35% con el sitio de unién a quinona de la sorbitol
deshidrogenasa (PQQ-SLDH) ®¥ 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 proteina de membrana

El andlisis hidrofébico de la secuencia permitio la identificacion de cinco hélices
transmembranales localizadas en la porcion del amino terminal, en concordancia
con la topologia de la PQQ-glucosa deshidrogenasa membranal reportada para
otras bacterias % 8% %% 7 |0 cual confirma a la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus
como proteina integral de membrana. Este resultado es apoyado por datos
experimentales obtenidos en nuestro laboratorio, los cuales demuestran que la
solubilizacion de la GDH a partir de preparaciones membranales requiere un
tratamiento con una concentracion mayor de detergente (Triton X-100 1%), en
comparacién con la concentracion requerida para la solubilizacion de las otras
deshidrogenasas membranales estudiadas (PQQ-alcohol deshidrogenasa y PQQ-

aldehido deshidrogenasa, que requieren 0.5 % de TritonX-100 28 1,

Como mencionamos anteriormente, la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus también
interactia con la membrana celular por medio del sitio de unién a la poza de
qguinona membranal, que se encuentra localizado en el extremo del carboxilo
terminal de la proteina. 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 presento relacion filogenética

con bacterias del grupo de las bacterias acéticas.
6.4 Sobre su importancia fisioldgica
Ya se ha mencionado que la PQQ-GDH tiene gran importancia en la produccion

de energia, ya que es la principal via en la oxidacion 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 via, no conectada a la cadena
respiratoria y donde sera utilizada unicamente como fuente de carbono. Debido a
este hecho, por tanto aumenta la velocidad de crecimiento de la mutante es

mayor (una fase log mas rapida).

Este rapido crecimiento posiblemente se dé a expensas de la oxidacion de la
glucosa en el citoplasma por la actividad de la GDH-NAD", la cual ya ha sido
reportada en Ga. diazotrophicus P y esta regulada por la concentracién de
sustrato; el gen que codifica para esta enzima fue localizado por nosotros dentro
del genoma de la bacteria. El producto de esta oxidacion, el acido gluconico,

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

Otra opcion podria ser la fosforilacion 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 via 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 esta fijando nitrégeno, ya
gue la cantidad de amonio presente en el medio no puede sostener el crecimiento.
Que se produzca el proceso de la fijacion de nitrdgeno 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 proteccién

respiratoria a la nitrogenasa.
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Periplasma

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 0.5y 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 mutacidon no solo la PQQ-GDH, sino

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

aumentadas, nos sugiere una afectacion posiblemente a nivel de la sintesis de la
ubiquinona o de la oxidasa terminal.

Estos resultados nos llevan a postular a la cepa PQQ-GDH" obtenida, como una
mutante pleiotropica.
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7 Conclusiones

A partir de la enzima purificada se obtuvieron las secuencias de varios péptidos
internos que nos permitieron la localizacion de la secuencia completa de una
GDH, en el genoma completo de Ga. diazotrophicus disponible en la base de
datos del GenBank.

El analisis de la secuencia de aminoacidos de la GDH localizada, nos mostré que
en la secuencia de la enzima se encontraban los motivos de triptéfano (W), asi
como las secuencias de union a PQQ, ubiquinona enddgena y ubiquinona
membranal, caracteristicos de enzimas pertenecientes a la familia de las PQQ-

deshidrogenasas.

El andlisis hidrofébico nos permiti6 modelar el arreglo de la enzima en la
membrana, asi como su posible interaccion con la UQ10. La enzima cuenta con
los 5 cruces membranales y el extremo carboxilo terminal esta 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 proteina 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 fijacién de nitrdgeno.

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

obtenida es una mutante pleiotropica
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Anexo A

9 Anexo A.
Secuencias de PQQ-GDHs y MDH* de proteobacterias tomadas del GenBank

a-proteobacterias No. de acceso B- No. de Y- No. de
proteobacterias acceso proteobacterias acceso
Agrobacterium Burkholderia ABE36098.1  Rahnella ABM68634.1
radiobacter ACM28710.1 xenovorans aquatilis
Bradyrhizobium sp  CAL74537.1 Burkholderia ACC74637.1  Serratia
phymatum proteamaculans  ABV42200.1

Gluconobacter AAWG60048.1 Bordetella CAP44995.1  Enterobacter ABU78430.1
oxydans petrii sakazakii
Ochrobactrum ABS13025.1 Acidovorax ABM31018.1  Citrobacter ABV14327.1
anthropi avenae koseri
Mesorhizobium BAB48858.1 Variovorax EED71987.1 Klebsiella ACI108200.1
loti paradoxus pneumonia
Gluconacetobacter Burkholderia Erwinia CAQ97431.1
europaeus CAA69952.1 phytofirmans ACD16092.1 tasmaniensis
Rhizobium Salmonella AAX64075.1
leguminosarum EDR77798.1 enterica
Agrobacterium Enterobacter
tumefaciens AAK89297.1 cancerogenus EEA16045.1
Sinorhizobium CAC45553.1 Shigella boydii ABB64846.1
meliloti
Rhizobium etli ACE90290.1 Enterobacter AAQ93677.2

asburiae
Agrobacterium ACM37047.1 Escherichiacoli BAA02174.1
vitis
Rhodospirillum Pantoea citrea AAD23735.1
centenum ACJ01230.1
Sinorhizobium ABR59451.1 Shigella EDX34459.1
medicae dysenteriae
Rhodobacter Proteus CAR43687.1
sphaeroides ABN76440.1 mirabilis
Sphingomonas sp EAT10486.1 Pseudomonas

fluorescens ABA76314.1
Erythrobacter sp. EDL48207.1 Psychromonas

ingrahamii ABMO04785.1
Roseovarius sp ZP_01442666.1 Pseudomonas

aeruginosa ABR84525.1
Oceanicola ZP_01158268.1 Acinetobacter
granulosus calcoaceticus P05465.1
Oceanicola EAQ02270.1
batsensis
Aurantimonas sp EAS49419.1
Parvibaculum
lavamentivorans NC009719.1
Gluconacetobacter
diazotrophicus CAP57220.1
Methylobacterium
extorquens* P16027.1
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