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RESLIMEN.

La H*"-ATFasa de becteriazs fotozirbéticazs ez similar
eztrycturalmnerte & obras M -ATFazaz de menbrana pero la re-
Aadlacidit de dste sistens no =2 COROCE R Er dzte  trabajo

=z prazenta  un estudio zobre la conservacidrn de energia en

cromatdforos de R Eirdllum rabrun mediants la  caracteri-

zacidrn de la relacidn entre la achividad bidrolitica v la de
recankic FFFRi-ATF. La relasidn hidedlisiz/recanbio 22 cercana
a 1 a concentracicres mercres de 100 gh che MaaTF vy & coroen-
tracioes mayorez & @zta 2e obzerva  um incremento hasta
llaegar a una relacidon de S5, con 5 oM de MgATR. Froponemos gue
gxizten dos estados funcionales de la H-ATFaza, +E v E cuya
converzsidn e modula por la concentraciden e ATR en @l mecdic,
Tambidrn ze obServa  aue 21l Ma®* y Ca® Libres nodifican las
propiedades cataliticaz de la H *-ATPaza va aue &l samertag

@l madic, la relacion hidrédliziz

m
iy
0]
-+
)
n
i)
[

la concentracide o

Jrecanbic  aumenta tres veoss o la cormantracidn de bger

[

an o2l medio e ircrensnbes de 0L 0EIE 2 5 omM oy 1,45 veces  al

anentar el Ca®r

il

che DLO0S & 0L500 mb.  En ocwanbo & la activi-
dad kidrolitica Ca®*-deperdisrmte que ze midid paralelamasete
& la Ma=r-dependiente en todos 1oz experimentos,  muestra un
comportamiento sinilar, pero siempre con valores alrsdedor de

10 vecs

n

MAS pequeros 2 lasz ividadaezs ezpecificazs, tanto
de kidrdlisiz de ATF come de recanbico *2Ri-ATF.

De particular imberdz en el praezente trabajo 2z el uso

i

de  deteraesntes que eztimulan la actividad ATFAzicCa. Se

i

-
=

ar la H*-ATPasa



de Rhedospirillum tubrum. Ezte deteraente activa la bddréli-

ziz da ATF dependiznts de Mg=®vY en la RrFoefF.  sizlada, 34

<

ez, mienbras que la activided dependisnte de Ca®r salo mo
s modifica  tan cignmificativamearbe, La acktivacidn de  la&
ATRaza por 2l lauwrildinetilamino dxgido aumenta 21 efacto de
iotes Ma®* libres =m la actividad ATF4zica. Zoncentraciormes
da Ma®+* Libre slrededor de 0,025 oM Ffavorscern la achiveasice

migntraz  aue concenbtracionezs maeE altaz inhiben

mente =l 70% de la actividad ATPAzica. El an&lisiz de la

cimdgtica  en estado estacionaric mwestra gus 2l laurildine-

tilaming ido  ipduce ws comportamiento cirpgtico comple o
para ManTF e loz cromatéforos.  =zimilar al del complejo Fe-

Fy. El  valor da

—
m

velocidad inlcial para la catdlizizs de
up 2itic de MaATF, ez 6.3 vecas méz albto (3% = 107% mol Pl
ror  mol ReFo-Fp por segunds) en prezencia de detergente  gue
an 2 ausencia,  donde la velocidad inicial es de 505 o« 100

mal Fiopor mol ReFoF, por zegundo. Eztoz

tran aue 21 laurildimetilamino

icdm cambia =l

por catiormes para la hidrdlizsis de ATP de la H"-ATPaza aizla-
da e (e rubrunm de Ca* & Ma™ v ogue @sta ackiva tanto  la

catélisiz de multizitios como la de un sitic,
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Duramte  la evolusidn loz orgamizmoz vivos ban adiuirido
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Lt atsduchor capar de capturar, transformar v oalma-
cenar  la eneraia en diferemtez formaz con una gram efi-
cisrcia. Los oraaniznos prinitives probablemerhs eram qui-
midtrafos  inmerzos am e nedic de compusstos oradnicozs abio-

QT TE . Ern e

1"

@ a esha beorizx =e ha sugericdo que  desarro-

Llaron un transporte de

capaz de

manbetzr un balance e respuesta &  presiones
zelectivas (Gest, H. i e mston AN =5 =T Ty

la alucélisis, la reszpiracidn v la SLE 0

considerados cona patrornes genserales de
AiR, La caracteristicea principal de estos btrez siztenaz es
usar la eneroia dizpomibkle de la oxidecidn de sustratos o de
la absorcidn de luz para asnerar & inberconvertic lazs
"mormedas ereradticas! madz inportantes: la parejia ATR-ARF v 2l

potanci

1]

1 e=lechroquimico, Loz mecanizmez de transduccidm de

ticadeo por medic de la hipdhteziz guimioz-
métice descrita por Mitohell en 1781 aue dice que 1a membea-
ina citopléasmica  de bachtaerias y laz  membranaz intarnas de
mitocondrias v cloroplastos Forman eztroctoaras cerradas in-

permzablesz  esercialments a  dovees oomno HY yoo&a OH-, Ezstaz

mambranas  llamadaz transductoras  de

g

teEraia,  acoplar la
tramsferencia de electromes & la sintesiz de ATF por medio de

ume  diferencia  de potencial elactroguinics a través  de 1a

h



menbrarna. La bransferemncia de elechronzs vy la sintesis de ATF
zme catalizan por distintas bombas de protones. Bo la membrare
crhboplédsnica se encushtra whe cadena de acarreadoraes oe pro-

tenez Yy elacstrones que azmeran un potancial elechroguinico

capazr o2 impulzar una bomnba de protones, la ATP-zintetaz

&
-

ATFaEa, 49us opara reversiblements,  ya zes en direccidn oe
sirbesis o de hidrédlizis de ATR.
La ATF-zimtetaza ez wuma enzima oaultindrics compussta de

ur gechkar membranal,  Fo, sue cateliza el transporte de pro-

il

Lones & travées de la membrana, v ouna porcion soluble. Faoque

cortiers tres sitios cataliticos (Fia.ol.1). E=zta whnzima =

h1]

Fa comservado bastanbte a mivel sstractural duranbe la svoe-
lucidr. El origen de las ATRazaz v o=u relacidn enbre cloro-
plagtoz, mnitocondriazs v procariotes,  esta bazado implicita-
merbe en el modelo de Marauliz v oan el de Raver v Swmithk

(Ravern  y  Smith, 1378 sobrae la evolucidn del  mecarl no

guimicendtico, Etn el cursa de la evolucidn,  wun cahal  de
probanes evocdluciond antez que el fragmertos Fa. Ezte altimz,

supuzzhanatte  esvoluciond como ure boanbe, incranentands 1a

efigiancia del Canal para mover protores, Ezta evolucidn s

pusds  reflejar en la posicion supsrficial de Fy oen raelacidn
\‘

o la membkeans.

Azi  como la senzibilidad a DOCR ez wna caracterishica

0]
—
i)
u

e TN SR T E=Y ATRazas oo cahales de proborses, 1&a seksi-
bilidad & <4-clore 7Znitrobenzofurazare (NBF-21) s comdn &

todos 1oz fragmentos Fo o ode las ATFazas,

Z2pp. b drias (Harrizs, D.A.

La aztructura de la subumildad Fy de mitocondriaz v cloroplas
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Cytosol

Fli. 1.1. ESTRUCTURA DE LA Fi-Fo ATF =in
MITOCONDRIAS, CLOROFLASTIS Y BACTERIAS (Tomada
1986) .
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toz 2z muy zimilar. Fodepos brazar la
la Fi: szsuponiendo ancestros mitocordri

relacidlny avolut

ales, como_ Rh

rillum rubrun, v ancestros de cloroplastos, laz cian
riaz, aque a la vez tisren un ancestro Comdh para 1o
Ohras bacterias distintas como Ezcherichisa coli,

oo

iva de

e te-

Mycobeacheriug phlei.

& subunidad Fy  Fue Fijada

.

Egtudics de las secusncias o= aninodci
y de proteimas constitubilvaz oe

Jdifarenteas del compleic bhan evol

oiferentes, suburidades %y B

Faguladars

mucho mas  anbrs mitocondria

proteinas de la menbrana de la

—

az  subunidades eztuvisrom sujetazs a
=Y cazo de laz probedin
=1=1 o Sidn opera predominamhaensnte

cidad de la zecus Cl&a

Furez

ArUREDE iomales involucrados direc
e protones,
Laz secuercias de amincdcidoz de

otra caracteristica importarte, sus 2ec
tradas vy han evolusionado de un ancestro

cidn  asndtica que da lugar

&

1.2 = 10w antes de que

AU ,

=

Una importabte implicacidn de

oy B oze doblan de wha manera =imilar.

- la
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g oy od

gpectivnente,
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relacionada
oo L 1 dey

%4

lares & otra
ellas estdn

minaza v 1y
clomalas an
debate. =11

me
cha
dertr
[ul

INECERNTLZG

ervacidn de

da

MERCEFTL S M

loz coinplejo

=4 lugar de
@z la bacter

&

L
rillum b
wt.xl., 1979

=0 estruchty

aulacider de

car la propiedad comndn de umic ADF Yy ATF.
wetd besads am el descubrimiento de aue

y B contienen sscusncias significabivament

as gue uren ADF y ATE,

micsira,

ademilatocinass. La fureziden de

complaeios ATRaza "superiores" azha

[ANTT=Y o W= TR (=T -1 la

regulrieron para

de oun paeel hidrolitico & weo

=

arrollo de obras bombaz de protones

la luz.

canismozs de transporte de lones por omedio

menkrana zorn desconooidos vy oun problama

o de la biocsreradbica de la fotosisbeszis

2 zittesis de ATP del conppleics ATRaza v

eftaia por medio de @she, Fare cumplir

210 Contar oo

informacidem

shiructura de estas enzimas ban complicadas

lag actividad de ATFaza de la porcidn zoluble
. U zsistema interesante para este estudio,

b de la evoluoidrs del

ia _Rhodozspirillumn rubieuim.

la=
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mEzar i Eno uiniosmnitico,

i T e Caracterizado estructuralmente

y Oren » R, and Gromet-Elhansn. 2, 1979,

ra zimilar a obroz complejos Fo-Fi, para

log proceeos cataliticos ho @

wdavia no =8 P&
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(Szhinelder
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crito. Varios tratamientos que achivan & la hidralizis de ATF

o

2 han  Jzads para investigar los mecardsmes de reoulacids de
Fidralizies de ATP. Er &l presantse brabajo == astudid la

tregulacidr de la H -ATFaza sn cromatdédforos de_ Rlodozpirillum

rubrum,  dtilizando la medicion Jde la velocidad relativae de
laz reaczionez de bidrdlizizs de ATR v del recamirio ATF-2SFG,
cone indics de los mecamleEnos de corservacldrn de amEraia el
dste sistemsa, azi como la activacidn oa la hidrdlisls depeati-

dispte de Ma-ATF en la HY-ATFaza alszslada de Rlwodozeiri 1 lum

rubryrn,  por nedic del detergente, lewril dimetilaming decdoe
(DAt .

1.1, BACTERIAS FOTOSINTETICAS.

1.tol. CLASIFICACION.

Loz procaricortes fobtobkrdficos llevarn a cabo la fotosintes

0
b
w
1]
=

ol adnica utilizarnds am sdloc fobtosistena, por 1o tanbo

regquisran doredores de elechrorss con uln pobercial redos m&

1

baio gque 21 agua, tales come oompusstos de zul furo reducidos,
Fidedaeno molacular o comnpusstoz orgdnicos sinplez. En lugar
g axigens, los projuctos rezultantes son sulfabo, protorss v
compuestoz orgdnicoos Yy Cle, respectivanerte. Loz nichos

gooldgices de los crgamismos Fobobrédficos zon provizhos zola-

mente s pedios qoucsos por mnatantiales de zulfuro o a través

o
i
—
o
@
[+1]
i
e
e
<
-~
o
or
£
i
@
3
i
o
Ql
o
I
putl
-
b
2
4]
o

@ obrog plcrooraanl smos Cuyos
prodyctoz fimalas del metabolismo zipven comd slemnentos  pri-
marics para el mebabolizme de los orgamismes Fobtobedficos.

Lazs bactariaz fotosimtdticas se clasificarn en doz arad-
des arupos e base & =Us propiedadss citoldgicas » las bacte-

rias  verds

Ul
:
el
ﬂl
[0
<
—
ot
i
o
o
-+
il
=
.
o
I
n
=
N
¥
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TABLA 1.1.

CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS FOTOSINTETICAS.

Microorganismo Bacterias verdes Bacterias purpuras

. Sulfurosas Sulfurosas No Sulfurosas
Clasificacibn Chlorobacteriaceae Thiorodaceae Athiorodaceae L
Antigua
Clasificacifn Chlorobiaceae Chromatiaceae Rhodospirillaceae’
Nuava
Generos Chlorobium Chromatium Rhodoséirillum
Representativos Chlor~pseudomonas Thiospirillum Rhodopseudomonas
Pigmentos Bacterioclorofila ¢ 6 d Bacterioclorofila a 6 b

PFuente de poder
reductor

I

Relacidn con el
oxfigeno

Crecimiento en la
obscuridad

Tipo de crecimiento en
la naturaleza

Carotenos mono¢iclicos
Hy8, 8, 5203.6 H,
AnaerSbicos obligados

Ninguno

Masivo

Carotenos aciclicos

5, 8 8§

H (o}
cSmpuestog

Y
3rg5nicos

AnaerSbicos obligados

.

Ninguno

Masivo

Compuestos orgdnicos
H, en pocas especias

Aerobios facultativos
Si, cuando son aer6bico

No masivo

Tomada de:Gromet-glhanan, 1977.



FIa. 1.3, REFRESENTACION SRAFICA DE UNA MICRIGRAFIA ESTERECE-
LECTRONICA EN SECCIONES DE Rhwedospirillum rubrum . (Tomads, de
Clayton y Sistrom, 1978).
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tabla 1.1, == zefalan las erincipales caracterizticaz de

loz dog arupos.

1.1.2., CARACTERISTICAS DE  LAS BACTERIAS  PURPURAS  NO
SULFURDSAS

l.az  bacteriaz parpuraz no zulfuroezas Tisnen cong 2specie

tipo & Rhdespirillum rubrum cuyos 2ircnimoes wzadon  son

Spirillumn rubeum von Ezmarch, 18287 v _Rbedospiril lum aigattaun

Mol izch, 1307, Saon celulas espirales v

unas  Jdimen-

siares aproxinadaz de 7 a (0 p de laras por 0.7 & 0.9 p de

anchis. Soe Gram negativas. = b crganisma miroasrdfilo que
e Eueds oultivar  en anaarobicsiz estricta con cuwlbtivos

iluminados. Alaunas cerpas Se pusdsen cultiver en azrobiosis

hi]
W

y & la oscuridad. La temperatura dpbima de crecimisnbo

19

diz 37°0 y &l pH de 7. En anasrobkiosis & iluminacas los oulbi-~

Vo 200 Fojos o rodo pardo sin oolorazides cafe, Emoasrobiozis
y e la cscuridad tiernsn uns sola coloracidn aris palida oo

un tinte roza ligero. Tierer wun olor  caracheristico, En

il

medics ligquidos los culhivos son bomogdéness, turbicos v orojos
B la lu=. El cultivo ze puads volver vizcoso cuando Bay ung
daficiancia de calcio. Er madios definidos muchas subzban-

cias pusden servir de fuspte de carbors 7 oode emsrgia comno &l

i

lactato, succinate vy alutamnato (Coben-Bazivre, eh.al., 1957).

El aparatc fotosintébico bacteriano rezponzable de la
etapa  luminosa de la fotosinbeszis estd azentado en ag-
trusturas menbranales, Llamadas por alaumos aubores, Sroma-
téforez, gue & la mayoria de los cazos estédn en comtivugddac

mor foldaica car la membransa plazmndtica (Fig.ol,3). Sa prasan-~

tar en forma de discos o

SO0 & 1000 A de didmetro, rodesdos

1&



Pl unE memby de 700 A

ara

1967), S encueEnbearn en e

célula =isndn dste o

e aspesar
et o e alrededor

la imt

(FPréavat., AR, =k

e S00a0

ansildead de lux o O

¥

(haplan, S. 127%). En los cromabédforos e encuentra tambie
&l izhana de trapsduccidan ehergdtica, desds la captura ds

Fobormaes hasta

podsr Faductar NADH.

por ejemplo,  las relacionadas con el

zon 1levadazs & o asreral por

de ATE y F

CECE &

SrZ1naE

Fi v la formacidn

z ode g fotozinteziz,

matabolisno del carbono

citoplézmicas.

Cuardas lag backteriaz son desiptegradas por sonlboacidr o
por la prensa de Frermch ., las membreanazs fobozintéticaz =e
Fracocionan  dands lugar & vesicudlas asteralmente =elladas

llamadaz tambizr  cronatéforos puzz portan a  loz pilanentos
fotosintéticos. Exztaz wveziculazs rebienen la capacidad para
llevar & cabo 1oz proceszos de transduccidn de ereradia fobo-
sirtética vy log giticos de union para sustratos de la  cadena

ce  thranzporte de elechronss v de  la ATPsintebaszsa.  ezhéd
origsntados bazia =] ectericor del cromabdforo, al igual sus e
laz particulas submitocondrizles.
1.2. TRAMSFORTE DE ELECTRONES FOTOSINTETICO

El arupo de lazs Rhodozpirillaceas v las plant A RI=T-E
riores, conparten la capacidad de abilizar la en&rgia lumimo-

S crecimierto, A diferencia

—

az cilancbacterias, Aue posest U REOS

trémics o ciclico, localizacds

=)

membiratalaes, llamnadas tilacoidez, laz

cag como_Rhodosedril lun rubeum. pozesrs

(23

o

0

ciclico, = oel cual el elect

17

veasicylaz

de Los cloroplastos v

aezo ode transport 1

i
fid
i

-
intraozliulares
bacterias fobozinbéati-
Wi

rareEporte de elec-

lamzade da la clorofi-
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FIG. 1.4. TRANSPORTE CICLICO vy NO CICLICO EN LA FOTOSINTESIS
BACTERIANA. &) Trarnsporte de electrores ciclico e K. sphas-
roddes. b)) Tranmsporte de electrones ciclico en Chlorobidium
limicola. Estoz doz arganizmoz emplean diferentes acary

dores redox y operan en
roides asrnera NADH por

FEVEPZE, lim =Y
<) Transporte de electones aci
troplaztos, Ime fotoesistenss
cdcside de NADF+ & NADFH por 1
con la liberacidn de owxdgeno.
Fiozlarafilas &, quinora. (Tomads
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diferemtas valores red R. sehas-

el transporte de electrones operado &n

1 £ v olao-
patrados participan &t La red-
aaus £irve coms reductor,

clorofilas Bohl, bacte-

1
bl '
e Harodd, 1%36)
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FIG. 1.5, PRESENTACION ESGUEMATICA DEL TRANSPORTE CICLICD LE
ELECTRONES Y LOS SITIOS DE ACOPLAMIENTD CON LA FOSFORILACION
EN CROMATOFOROS DE R, rubium. La rezccidn de trarzporte de
electrores €= =1=u1h =:p=r+rnfutnm=tr1cam=ntw. ————— Rzaozeiée
suaatrida de trangporte de electronezs. () indica un  compo-
tezhte obzervado hasta ahors =dlo e titulacicres redos am la
mecuridad. =; zitio de accide de ivhibidor. ==: =itic szuas-
rido de imbhibicidn.,  “r estado de altx eneraia, AAT artimici-
e A, MDF:  metilendifosfato, o-phen:  ortoferamtroling, W
bl Aui oz, (Tamads de Gromet-Elhanan. 1977).
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la & o=l Ultime acho fotogquimico, regress & su lugar original

El evanto iﬂicialydel tramzporte de electrones  an R

rubrum (Fige 1.5,

i3
]

la axcitacibr fotoquimica de las moldé-

culas  de bacterioclorofila de los tanas smbterna, gue =on

lll
m
m

los complejos de pilamerta-proteing mayoritarios de la menbra-
g, Ezta ernsraia luminica ez transferida al centro de reac-

cidh, LR,

la bactericoclorofila,  ouye conbtenido e la
menbrama 2s meror (Juesgs, W, 1977). 0 Como conzzecusnzia un

elactrdn e bransferide a un acepbor primarico oo identifica-

fix]

e han propussho varios componenbes come gcephores pedi-
marios, incluyends & guinonas v probeinss con Bilarrs me
Figmi oo, La szeparacidh de cargas provoca gus sl DR oxidado
reciba electronses de un donador dinmediate, el citrocrame O,

azi un Flujo eleckrénico ciclico. Loz btrans-

chtdmioos 20n 20 sS4 aredy mayoria cihtao

o= e

los tipos by ¢ v ubiguinona. Ezta cadena de branzporte  de
@lechrones tisre  wan dobds trabedeo,  conducir electrones &l
cxigztio o de regresc a la clorcofila dependiends del medic en

=]l gque =2 encuentre la bacteria,  anaerdbico en la luz o

La cadera de axidacidn ciclica eztd goorlada & la fosfo-

rilacidn en varioz zitioz. probaklemnente en dos: el producto
terminal pusde et ATP o pirofosfato inorgdnico. Alternativa-
mente, la asrnergia de la luz pueds ser ubilizadz para la

asreracidn de poder csductor., Las bacteriaz fohosintéticas

=



son  incapaces de usar al aaua comno donadora de hidrégeros v
requiaeran & urn &dente reductor esdoens, Ho, HaS, o un re-
Gchor oradnico. La Formnacidn de NADH de wm NADY v ourn re-

ductor SEUFEE  POr un procesc ardl a la reversa de la

cadarna de oxidacidn mitocondrial., Se debe  nobar que banbo la

luz  coms @l ATP pusden serviv cono donsdorss de energis

(Jacksorn vy Crofts, 1 . El paza de electronez por Wn&

a@tiEra ur estado

cascada de transportadores redo

Ul
w
o
T
11
P
o

para llavar a cabo laz funcicores ligada

En 1954 Frankel obzervd la exiztencia de la fotofosfori-

m

i

lacidr  acoplada al bramzporte de elactroneszs inducids por Lus

"

@ e medin anasrdbdoo. Existe abors bazbanbe evidercia para
apayar  la tesiz de que la ilumiracide induce oun influjo
alactroadricn répido e Hy,  aenerands taeto wr aradierte de
eH (Aoido em el dnterior) v oun pobencial electrico (250 mV,
imterior positivo) & btravés de la mamborans.  Bzho fus dinferi-

do dmdcialments por efechta de iondforos em el mnovimiento  de

protares v oen la fobofosforilacidn, La presencia de s=ushra-
toe de fozforilacidn colapzam,  en asmstal,  paricalmente 21
aradients de Eotercial eléctrico v sl de pH reflejacdo un
consuno de  enerdia. Lo=s  sizstemaz fotozintéticos  pusden

transducir  la  ehnergia de un gradiente de pH oen AT,  =in

reguerir sl fumcionamniento del branzporte de slectronezs.

La ATF zintetaza, tambidn 1lamada ATFazs, cataliza tarbo

la =intesizs como la hidrdlisiz de ATR. Congizte estructural -

mente de dos comporsntes, un sector upido & la membrava, Fo,

aue funciona cone wn canal tranglocador de proboses (Mite

21



chiell,  1973). ¥ un sector exbramnentranal, Fai, gue Lieree
actividad catalitica (Pullmam sh. al. 1760). Exizten zimili-
tudes ezstructurales de laz ATP sintetazas de mitocondriazs,

bacteriaz v cloroplasthoz.

1.3.1. ESTURCUTRA.

La Fa oe cromatdforoz  (Jobansszon ek, al. 1973,
Gepkstein eb.,  al. 1978) eztd compuesta por cimco subonidades
i feretntes, Log polipépticdoas =2 designan de acuerds a2 20
tamafc v tiernern wma maza molacular entre Sd-53,

RE2-UT, 13-12 y 7.5%-14 kD correspondientes & las subunidades

g

=
<
™
ar
<
il
g
i

spectivamente (lobanzzorn v Baltcheffsky, 19750
Bengiz-~Garbter v Sromet-Elhanan, 197%: Muller et, al, 1979). La

estequionetria propussta méds aceptada de dstaz subunidades s

4]

de dw, Pa, L&.2 (MoCarty vy Carmeli, 19

o La FaoFy de mito-
cordrias  difiere de zu contraparte en procarictss al  pozmesr
doz polipéptidoz que parece que forman parte del talle vy zon
la proteins que confisre sensibilidada oligomicina (O5CF) v
el factor de acoplamients & Fe. Miernen pesos moleculares o
20,967 (Ovickinmikev, =t, al., 1934) y 8,000 (Krowles, et,

al., 1970),

Ez importante aclarar gus dembro
del  arupa de las bacteriaz, las fotozintébicas tambidn  som

grziblez & oliaomicina, aunEgus bodavia ro 22 ha descrito una

n

sububidad  aue le confisera este ssrsibilidad. Otro aspacto
importante @2 gue o ro 22 Liere evidencia de  aue  exizta
LIF& proteina inhibidora  natural oo & mitocondrias
(Pullmat, 19&1) ., amn las bacteriaz o cloroplastos. La Fay os;o
comtiene lipidos, ni arupos prozshéticng cormcidos voen prepa-

s



raciones  puras de F, ze ancuentran vM-;"-’" Y rscledtidos (ATF v
ADF)Y  fusrtemente umidos (Faster v Fillinoams, 197%  Friedl
et, al. 1979). El sector membranal Fo contiere trez subumi-
dades, «@ue e asles de SDE corren con pezos moleculares de
24, 19 y &5 KD (Nearin et. al 19203 Schneider v Altendorf,
1932) . Eztaz zubunidades 2o denoninan con laz letrazs a, b, v
=, vespechivamente, D9 estructura v estegquiometria noe ze

COReeTE &t Yy B aarsgan en wn Factor de 100 & 180 kD fuerite-

mernte intearacdo & lipidoz. E1 pazao cde la  RrFof, -

ATFaza deternipado por filtracidn an gzl = de oOoan
A0, 000 {Schreider et. al.. 1978). .

Las preparaciconez de bactaerias fobozintéticas tiemen una

>
=

Faza cof una actividad hidrolitica dependiente de  DNo®" gque
a2y sensible a inhibidorez de trensferencia de esneraia. La
ATFasa  de nanbrava es mnenos activa en prezencia de  cationes
divalentes diferemtez &l Ma®r, e gl siguierte ordan: MR®e,
Ca®, Qo NI vy Fe2v, El Qa2 agparece  frecusttenante
asociade  com la achividad de hidrdliziz, caracherisiticsa de
la H*"-ATFaza solubilizada (Baccaritdi-pelandri v Melardri,
197e) .

1.3.2. MECANISMO DE SINTESIS E HIDROLISIS DE ATF.

La praemiza principal de la fheordia gaimniosmédtica ode Mit-
chell (Mitcfell, 1961 a3 aue &l aradiente electroguinico
tramsmanbranal  sirve  cono intermediaric en 1o procesos de
converszidn de ereral . El acoplanients de energia oourre  a
través de la cadena de btransporte de electrornes er nilbooon-
driaz, clovroplasztozs v bacteriaz fotozimtébicaz v asrdbicas,

e donds la diferencia en 2]l punto medio del pobtencial de

&
PN
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FIG. 1.6. MECANISMO DE SINTESIS DE ATP. Mzcarnismo propussho
por Bayesr,  enodonds se braza uba vaelts del ciclo. Propone
que  durarte  la ererqizacidn 2m lozE pazos 1y 3, um zitic
catalitico de la Fi =z interconvertido entre dos formass L,
umidrn débil para ligandoz cataliticaments irnactivo y T, urmides
fuerte para ligandos v cataliticamente active. (Tomads  de
Cross, 1921),
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wduccidn de acarresdores advacentes, Ay B, ez ternodindmi-
camerts  zuficiente para hbransporbar protones. e cortra de e
gradientes electroguinico.  (Reaccidni 1), La snergia gustdadsa

an &ste aradiente, pHY, e uzada por la ATFaza para llevar a

cabe la =imbezis meta de ATR (reaccidn 2).

= Aox + Brad +  pH* Feaccide 1

ALF + Pi + upH" = ATF + Ha0 Reacoidn

Antes de 1973, en los modelos propusstozs para la fosfo-
rilacidrm  oxidativa y fotofosforilacidn, se supocdia gue =l
pasc e ubilizacidr  de ereraia durante la sinbeszics meta de

ATF, era =1 pazo catalitico, e decir, la Formacider de  la

yrider arbddrida,. Ezto estaba basado en precedentes Diocoguimi-

oo oen gue la eneraia libre para la formacidsn de ATF en &

o

gitio cataliticn, Eeria, como @h 2oluciorss aouosas, altamet-

te  enderadnico. En particulazs submitocondirales  acorladas,

todos los pasos de la reaccidn involucrad
ATP, = reverzibles. Ezto resulta an un romners de  reac-

ciones

Eade estadiar Feat &
manitorear  pasoz cha urddrn de zustrato vy liberacidn de  pro-
ductos,  asi como =1 paso cabalitico, Cada resccidrn de recan-

bBic reauiers  una conbinacide diferentse de pazos de umide v

liberacidn, pero todogs Frequisren tanbo la formacidn y rupbura

che urnicres covalenbes, 51 la entrada de ensrgia durante la

sitbesis de ATF fusra reguerids para la formacide del  anlace
agpbidridos (Fia, 1.6, pazo 2), entonces la adicide de desaco-
plantes para dizirpar =l sstado energizade deberia preverndir no

2dlo la =zintesiz reta de ATF del medic zsino también todasz las



reacciones de recambic. Este ro fue lo que se éﬁcbhtré (Mit-
chell, F.A. eb. al. 19673 Bover, P.D.at. ai, 1973y Cross, R.
ard Bover, 1975, Rozitg J., et, al. 1977: Ruszszo, J.A. et. al.
1278y . El intermediario de recambds de owdaerno FIHOH, que
oourre durante la hidrdlizsis meta de ATR ez inzensible a
desacoplantes,  Este inbtercambic ze nide fadcilmerts siguiendo
la pérdida de @0 parcads pussto en &l arups fosforilo  aszmma
dal  ATFP  durarte la hicrdliziz neta. Loz pazsos Faguer idos
(Fig.l.6) incluyen la unidn de ATF (paso -3),  la hidedliziz
revarsible de ATP (pa=os -2 v @) v la dizociacide de ALF v Fi
(pazsc ~1). Loz dpicos pazos no requer idos porr éste cambde
imsenzible a desacoplartes zom la umide de AP v F1 (razo 1)
v la  liberacidn de ATF (paso 3). Ya que cada wure de los
recamnbicz senzibles a desacoplantaz reguieran 2l paeo 1S 3,
o anmboz,  dztoz pazos zon loz candidatos para ;na et ada de
2reraia de la oxidacidn de sustratos. Inicialments e pro-
FUSo. que e liberacidn del ATF ez el raso pirncipal  que
regquiastre eraraia en la fosforilacidn oxidativa y fobozintéhi-
ca (Bover ehk,  al. 1973: Bover, F.D. 1974), Estudiocs poste-
Fiores mostraron que leo unidn ADFP + Fi estaban tambidrn  asc-
ciacla  com owha enbrads de ensrgia de la oxidacide (Gdmez-

Puyou, et.al., 1283).

H
)
3

o INTERACCIONES  COCFERATIVAS ENTRE LAS  SUBUNIDADES
CATALITICAS DE Fai. (Crossz, 1981).

La evidaercia darivada de miltiplesz estudicos de laz  pro-

m

piadadez fizicaz v enzinaticas de ATFazaz de mitocondriaz v

bacteriaz, sugiere gQue la hidedlizis de ATP por sstas encinas



4)»

ADP +pi

ADPe D,

A%

Energy

ADPe i

FIG, 1.7. COJFERATIVIDAD CATALITICA ENTRE LOS TRES SITIOS
CATALITICOS, El ezgquena maestra un tercio de um ciclo emzi-
maticao, Loz giticos en la Fa oze  interconviertern en tres
formas: 0, sitic abierte com bajs afiniddd & ligandos v
cataliticamente imactivo., L, baja afinidad & ligandoz dekdl-
mente ypidoes y cataliticamente ingctivo. 7, unide de ligardos

fusrte vy activo catxliticamente (Tomado de Cross, 1981),
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invelucra interacciohss

cataliticos Loz

Mizo Ferauson (Farausch,

QuUimica

tirosing o arginina con

ta de la kidrdliziz de

BF, de Alo

aligems

P imetc

de una subunidad B opeor
Mof-Cl, ca
ATF.

fascalis,

o4

cooperativas entre dos oonds sitios
vz eghudios que 1o suairieron los
eh, &l., 1973). La modificacide

MF.,  an =4lo rezidus de

[Rla]

wsaba la inbdbicidn comele-

Emn uding de unidn de ARF &

est

Adolfzern vy Moudriamakiz (197640,

sncontraron que la velood

te unido, aumsnhaba

autores concluysror gue

de la enzima,  promnaeve |

tido Jde obro gitic, eEr
arar cataliticoz o noo

1oz

affadierida

litvzra

dad de dizsocixcidn de AP previamnse-

Fwcledtidos al madia. Lo

un

2

la umidr de un pacledticde o sita

&

a dizociacidhn alostérica del ruclaed-

o zitimg

Eztudios de Bover, Eavalar vy Rosisg,

oaigenos del aaua y 1oz Atomnos de

dozs durante la hidrdliziz  de

ATF,

catalizads por Fy, dieron evidencia de gue  la umidn de AR y
Fi promusve la liberacids de ATF durante la  sinkecsiz neta
(avalar et. al. 1977) y gue la unidn de ATF  promuseve la

libaracipn de ADF + Fi duramte la hidrdlisis nets  (Hackreay,
[+« arwd Boyear, 1973y Choate, ek, a&l. 1979). El mecanizno
propuesho se musstra en la Fig.e 1.7, La wunidh de sustratos vy
la literacidn de producto e azociam com la entrada de arer-
gia de la cwidacidn,

Irdeperdiantensnte,

FUsiaron un mecamismnn deta

Fyo  que involucra simultér

Frar Fara

ai

Koziow vy Skalachey et 1977, pro-

1lads para la hidrdlizizs de ATF por

rranente canbios de afinidad  depern-
sustratos v producho, SE carashe~

_
i)



izhticazs bdzicas eztdn ihcorporadaé et la Fig. 1.5, sclamsrte
e incluye movimientos conplicados de nucledbidoz antre  las
subnidades o vy B oen ur imbento para involucrar  zitios de
uridin, que po participan directamente = la catdlisis.

Et adicidn a loz compusstos gue modl Fic

Nbf-Z1, ohros reactivez ban mostrads resctividad de la mitad

cothiate 3 subunidades cataliticas.  La kidrdliziz de ATF =

il

inhibe er BF, oe E.  coli, pPor la imcorporacidn covalerts de

e mel de DIZCD por ool de esmzima (Satre et. al. 1979) v la

i

inactivacidn de MF, de corasdn de res, correlaciconas con &
modi Ficacidn de la reactivided de ul =dlo residus corn Femil-
glicwal (Eohlbrerwer, W.E. Crozzs, Rul. 1273).

tHha de las Formas méds claras v directas para probar  la
corperatividad catalitica entre loz zitioz kidroliticos de 1a
ATFa=a  de mitocondrias de corazdn de res ez la cabdlisiz de

R =2itio, la cual ze lleva & cabo en comdiciones talezs en la

n

que  exists =4lo 2l zustratoe =muficierts para ocupar un 20la
=itic  catalitico activao. Ezta catdliziz estd asociada  oon

valasidades bajas de hidrdlisizs de  sustrato. Mediante 1z

aby Conzentraciones suficisntes

para llenar 2l sitico doz de la

i

sz ima. 22 acelaras la veloci-

clad  de hidrélisi

u]
=
i
ot
n
£
i
—

ATF previamzmte anido &l primer
gitio  10% vaces (Grubmeyer, O, vy Parefzky, H.S5., 1981). E1
ATF v andlozgos hidrolizebles v omo hddeolizables,  puosden pro-

mover la kidedliziz, Ezte

{ﬂ
l_

atos muestran claramente quz las
velosidades hnorpalez  oe cat&ligis reqguiersn  interzcciones

ertre poar lo merncos, dos sitioz cataliticos. La afinidad



aparente  para la uniden de los proaductos en 2l primer sitic

decr mostrandos una apezratividad regakiva en la wnidn de

sustratoz, cuando 2] zeaurds zitico ez ocupads por suztratozs v
el irncremnemto en la velocidad de liberacidn ode perocduchto es el

principal factor an la pronocidn de la velocidad de  raesccidn

Oarubmeyer et. al.,
1.3. 4, REGULAGION DE LA ATP zintetasza,

El womplejo ATF zintetaza catalirza la reaccidn de sinte-
iz de ATF azdi como la rescoidn reversa., La H"-ATPaza de
mitoeordriaz, cloroeplaztos v bacterias  trabaa princigalmsn-
e an direccidn de sintesiz cde ATF,  por Lo gue a3 razonable
ransat 2 un sistena reaulatoric para sboliv cicles fokilaes.
Aureue ezgte complejo ez estructuralmente parecide en diferen-

tes sistemas, la sspresidn de la actividasd ode hidréliziz  de

it

ATF  eztd  regulads por distintos factoras. Eztoz  factore

Ul

pueden S2rs &) el egquilibric bermodindmico del arachiente d

i

Frotanes & bravés de la menbrana tranzductora de eneraia, B
la proteima inhibidora de la ATPaza o) ADF Gy/a ARF oy P
o) satiores divalentes v tal ver =) el estado redos e los
arupos SHoan la moldécula de Fy.

Er 1963 Pullmarn vy Monroy describieron a  la  protaing

irhibidora de mitocondrias (ver revieside de  Schwerznaeor v

ay

e s, . Bz ez ouna proteing oo un pess noleculare

ﬂl

mhre 7,000 erm levaduraz vy 16,000 2n misculo esaquaelético,
corr ul &lto arado de komnolooia entre laz diferentezs ezpacies,
Ern cloroplaztos vy alaunas  bacherias coma EBE. oolis lia

zubnidad 2 de la Fy podria zer la rezponzable de la readlas-



cidey de la catdlizis (Mo Carty RJ.E. vy Monroy, 19843 Smith oy

Sternweizz, 1977 Smith v Sternweisz, 192325 Dreyfus v Satre,

[x)

o

924)  aunque todavia 22 una materia gue Fequisre un eEbudio
Ulberior,

L& ATFaza de cromatdforos de R, rabeun,  Rhodopseudanoanzg

capsylata v _Rhodopseudomnonas spheaeroides, e Peadla por us

gradiente tramzmemnbransl de pretomes. Ef cromabdforos de B

capsulata(Baccarini-Melandri ek,  al. 1975 vy

wardz v Jackzson,  1978) aue catalizen la hidrdlizis

la oseouridad, log dezsacoplantezs g altas concentraciones dizi-~
Fan &l aradiente de protomes ivducido eor ATF & inhibern la
actividad hidralitica., Er amboz casos, la inhibilcidn ez supe-

trada potr la iluminacidrn,  En R, rubtun ssta

(Il

tErAizacidn S
deba & wha dismirmcidn de la B opara la kidrédlizizs  de ATF
(Baltzchefsky v Lundin, 197%). El kecho de que la actividad
hidrolitica de la ATFssa = ackive con luz pusds darle impor-
tancia  figiolédaica a la inhibicidn por producte. El ALP ez
ur dmbiibddes compehitive con ube Bis 40 bl e la ATFaza
itducida  por luz en cloroplazstoz (Rennun and Aveor, 1365) .
Er cromatdéforos de _R. rubrum (Baltzschefsy vy Lusdin, 1979,
la activacidn ez inhibida por concentraciones micromolarss de
ADF,  cortrodands la hidrdlizis como un efector  aleoshérico.

Sin embaras 2l ALF = un inkbibidor comnpetitivo con wma Eis

0,28 mM, de la hidrdlisizs em la osouridad. Azl migms  1a
ATFaza &n cromatdforos no tratadoz ze ercusrtra o s estodo

de baja achtividad, Ext

i

s pusde awchivar  aplicando  um
aradiemts electrogquinico  transmembranal  Qemerado por Ut

tranzporte de elechrores irducidoe por luz oo aplicando zalbos

A1



dcido-bhaze, Dezpuds de una dizipacidn rapida, del patencial
alectrogquinico, 21 estado activo de la HY-ATPaza, decae & uno
de baja actividad, diterants al aestado inicial de baja acti-
vidad, va gqua pusde ser reactivado afadiends sustrato a  una

corcantracion de M9 bhaja, prhre 20y I0pp, Eztoz datbos

i

sugieren gue 2l ADF Fueriemerte unido es liberado,  achbivas

la ATPaza (Slooher v Nuytern,

Sloobern y Nuytaen, 1
(=10 2

Los iores divalentes libres,  cono o2l MBS, actdan cono
inhibidores competitivos débiles utilizando comno 2ustrato al
complejo Ma-ATR. E1  Ma=r  libre, en cromnatdforos @3 un
potemte inhibidoyr mo comnpetitive,  24lo e2n presencia de altas
concenbraciones  de desacoplante (Edwardz v Jackzon, 19765,
Aurgue eztos dabtoz zon interesantez mecaniztbicanente, se
requisren mids datoz para @Ssaurar su siamificads fizioldaioo.

Eetudine de la regulacidn core activadores reversibles

comne clertos indicadores de pH lipofilicoz vy oalgunos det

m

gentes (Soe et.  &l.,1978) estimulan la veloocidad de hidedli-
=iz de ATF deperdiente de Ma®™v, e inhiben la actividad deper-
dierte de Ca®*, en la Fi aizlada de R. rubrum. Entre  los
detaraentes maz eficientas et la activacidh g2 encushtran

los deterqentes con una cadena de doce dbtomos de carbono cono

a2l dondecilsul forato

[
1)



Z. MATERIALES Y METODOIS.

2.1 CULTIVO DE _Rhodospirillum vubrum (Ceepa S1)

2olvl. CRECIMIENTO EN  MEDLC SOLIDC.

Ezte métods ze aplica para mantersr & las =}

o

w

S

& 12 messs con una bass de crecimiento baja. EL medico sdlidao

g

coptiere 24 de adar, 0.3 de

tracto de levadura vy 0,845 de

papbtong Yy un poco de bdoting. Sz

Il'

shteriliza en frazcos  de
20 ml, conteniends L0 ml de medio cada umo.  Se inocalan los
frasoos por puncidn vy s mardiensn en la oscuridad durante 12
barazs  antes  de iluminerlas con lux corstante,  obilizasdo

lamparas con filamento ode tungsteno, de 40 watts,

2.1.2. Crecimianta an medic liguida,

Eszte método g2 aplica para obbener arandez cantidadezs
de bacterias. Se utiliza &1 medio ( Coben Razire =t, al.,
1%57) gus se describe a corbinuaciden:

1. Base concentrada Tatal a0 ml

Acide nitriloac étl:u N(PHzEUDH)w
Syl fato de Magrneszio
Cloturo de caloio
Molibdato de amomia (NH4)”Mu7nm4
Sulfats farrozo Fatil, 7Ha0

Metales 440 S5 ml
Ajustar a pH 6.8 cor NalH y utilizar aaua bldu:tll da

i}

"

4

2. Metales “d44v

EDTA 2.5

Slle 7Hail -
L 7Hz0 11.0 g
MRS, & 1.54 a

£



I R 37 a
s Szl I92 q
(NC) o &H-s0 2B g
NazRals  &Hal e 1772

Se o afora con aaus bidestilada a 1 litro vy =2 adaden

apt o inadansrte 4 qotaz de  HaS%l, para gue 2 disuslvan lo
matalas.
I EHpPOL . 136.9 @/l pH 6.5 + 20 3 de NaldH
4. ACido succinion iy g/l pH ELE 4+ 70 g de NalH
He (NHa) S, 100 o/l
. Nall 20oasl
7. Acido Hlutdmico 25 a/z30 ml
&, Acido Aspartico Soas2E0 oml
Cor las zoluciones antericores se preparan 1205 1 de medio de
siauiente forma:
1. Baze concentradsa 250 mi
2. KHzFO, 250 mi
R, Acide succinicoo 250 ml
4. (NH4) nS0L, 2.5 ml
S. Naitl 125 ml
. Acido Glutdmice 25 ml
7. Acido Aspdrtico 2% ml
. Ceseing hidrolizada & 12.5 1
axtracto de carne
Do Acido picotinico 12,5 ma
10, Tiaming &, 25 ma
11. d-Biotina 0. 125 ma
Fara hacer &l medio e aaregan todos los conpornentes &l
Fecipiante meros la baze corcentrada, la cual e aaredgs hasta

Py
0



gque ze haya puesto la mitad de la canbidad de agua destilada.

Al Ffinal =ze ajusts &l pH & &8 oo HIL.

S esterilizan botellazs pyres de ul litro & 15 librazs de

preside durarnte 15 mirgbos. S1 22 wutbilizan bokellaz ode 15

litros ze esterilizae duracte 45 mirutos=.

2.2« SIEMBRA DE BACTERIAS

Ya que e obtiense un cultive e medico zdlido,  dste

[G]

=1
imeculta =m o uma botells ode 11, S8 mardienss en la oscuridad
durarte  doce boras vy despuds se transfileren a la luz, con
foooz  de 40 watbs, & 3I0v0 ., Dz wzhe indculo es posible
obtener um cultivo més aramds, traesfivisedo 10 ml de cultive

el fags de cresinients logaritmics tardic & cada bobells de 1

2.3 CONSERVACION DE LA CEFA.

Se arecsr las bacterias en tuobes de 15 ml.  &nooun nedio

i
(S
ik

o

i

&

g FosFabo
1 ™ 10 ml
Malato de potaszsic 20X 10 ml
Clarura de naanesio RR I WIS 10 ml
o de caloioc (O (=¥ 10 omt
uro ferroso (Fel 10 ml
Agua bidestilada [l = - P )

EHeFPO, pH &0

e mantienen en 1 osourided duraste 12 boras vy despus

=& transfieren & la luz,  cono ze Flicd  antaricormnertas.  Sa

dejarn  orecet vy e boma un mililitro de cultivo pesado, D

arade 0,1 ml de dimebilsulfd=ido previamante Filtrado, v =e

34



m

ol a =70¢C.  Este cultivo ze mantiens  viable durants

BACE .

R B BACTERIAS.

lL.ag bacterias

1]
i

czechan e fase de crecimianto loga-
Fitmice tardio. Se corEervarn a 4Y00 y == cantrifuaan g D900
% 3,  durante 10 nirwbos. El precipitads ze resuspencds =10

Triz~HCZ1 10 mM, pH 8.0 v 22 centrifuaa rdevanents.  Este

Froceso e repite aprosinadanznte 3 veces, hasta gue =8 quite

i

@l alor. El precipitado bilen lavado ze resuzperds en S0nM de

1

Tricima, pH 7.4, 10 mM ode MaCls, 100 @licerol y 100 mi de

SRCHFGSE @ W Volumer peaquEfiz, pars despuds centrifuaarlo em

el rotor Sorvall, & 10,000 rpn duracts 10 ninutos. El

Frecipitad

[}
i
jid
px)
il
ul
a
<
o}
o
it
[l
o
I
i
g
]

alicuctaz & -70°0,

2.9. PREFARACION DE CROMATOFORDS.
Loz cromatdfaras 2e  preparan zegin 2l mdtods chiz
Bacoarimi~Melarmdri vy ooll. (1974).
&, Se rezgspenden las bacterias en 50 oM de Tricins NalH g
DL, 250 oM de Sacarcss, 5 omM de Mallz maz 1 ng de RNas
B.  Se zonican en lotes de 15 ml dureebte 90 2 an un sonicador
MSE, conssrvarids la tempersabtura e 490,
. Se cenbrifugs s 13,000 rem duraste 20 min eh el rotor
Sorvall 534,

de  El zobreradante e csmtrifuss & 40,000 rem, e 2l rotor

tman 4571 duramte 0 mio.
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ot
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ol
o
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i

gsuspencdz  em 10 nl por grame de
bacterias iniciales, e S0oM Tricims NadH,  pH S0, 250
mM de zacarcza y 0.5 mM de EDLTA.
o Se cambrifuga emn las mizsmaz comdiciores gue em el pazo "dY

repiten 3 veos

2. Loz pazoz Ve v 'Y =e

"

e El precipitado de la dltima lavada =e vesuspends e 1w

it

de Tricima NalH v 50X de alicerol, v se guarda & -70%C.
NOTA, Loz precipitados ze puaeden resusepender utilizando un

pincel de cerda fina culdando no hEaoEr @ERUna.

Zob. AISLAMIENTD DE LA HY-ATRaza DE Rhodospiril lum eubeum.

26010 AISLAMIENTD DE RrFoF ..

La H*-ATPRaza d& Bhodospirilium subeum s aislé mediante

ura  modi ficaczide del método de Tzaqgaloff v raer (Tzagaloff

oL

=t #l. 1971 vy Oren, R.y Gropet-Elhanan,. 1972).  Sa

-

TSRS~
detr  loz  cromatdforos e whe concerhracidn de 4.5 masml de
protaima en 1S5S0 nM zacaroza. S omdl Triz-HCL, pH 7.5, & los
cuales =26 aifade un volumaer igual de Tritdn =@-100 &l 9%, La
mezcla e ozntrifuga inmediatamente durante 20 win, a @45, 000
FEM @h ol robor Beokman 50 Ti. El sobrensdante se colecha v
za concertra por dlbtrafilbracidn a través ds una nenbrana de
Amicor AM-300. Ezte concenbrado se coloca encima de R
aradients continwe de sacearoza de S o 18W, qgue comtiems 0,457

de Tritdm @-100 v 5 oM Hepes NalH, pH 2.0, El gradiente

ul
i

catbrifuas durante 13 boa 21,000 rpmoen un robor Baoknan

6
=

27. Sg molectan 25 fraccioves oJde wno mililitro cada una v oz

colectar  por puncidr del fordo del tubo. Se cuantifica la

x
i



actividad ATPazica de cada fraccion vy las fraccionss achivas
S8 Corcertran 2 una membraea de Anicdln B-100 v =2 auardarn &
4.

2 602, AISLAMIENTY DE RrFa.

La RrFi =e eazld madiante 21 nétodo de Raccarimi-Melan-

dri (Baocarivi-Melardri v bPalandri, 1274)  modificado. Sz
sutraer cromatéatoros (50 ma de BCL) en presencia de 2.9 ml da

MaClz, qota por acoha con 20 volumenss de acetomna fria (-10°0)

y =2 sedimnsntan eor cEnteifuaacide & -10¢0, El precipitado
Ze  Zeca POl avaouacidon Y ose extrae dos veces con 400 ml 0 to-

tales de una zolucidrn con L0 M de Trizs-HO1L pH 7.6 v 4 mM de
ATF. Se  deja 30 min oa 490 y oze caentrifuas durante 30 min a
ESL000 s oo (13,000 rem o=n 2]l robor zorvall S5-34). El sobre-
madante  =ze cerbrifugs 2 boras a 100,000 w a b =2 obbiene  la

RrFai <4 ma/mi).

27 CUANTIFICAZION [LE LA HIDROLISIS DE A1F Y DEL RECAMEIO
ATF=32Fj ,
2.7.1. PURIFICACION DE =%pPi,

La purificacishn de F=£5,  ze llava a cabo mediambte  una
modi ficasidn del método reporbtado por Boyver v Bryan (Boyer vy

Bryar, 1967) de la siguiante mansras

&, Se toman aproecimadamsnte 5 onli ce S0 ompazs & pl ode 5000 M

Fi vy sa aforan & 1.5 ml con aouwa bideztilada.

o
19y

Se afade 1 oml oode molibdato de amotilo e HeS0e (6, 6% de molibdato
de amoridia méaz 7.5 N HaS0,, 1:1).

arfadg 0,3 ml de acetona v 2o agita.

n
i
i

ot

i
D

gFRade L ml de scetato de bobilo v ose agita duramte 90



e goetato de buatilo.

u
<
1]
i
i1l
o
by
o
a
—
o
-+
o
W
[ig

ehabo de bubilo, se agita v

i
o
o
o
s
<
it
ar
a
e
By
0
pn
-
b=
—
jul
fid
m
i
e

zz jurnta  la faze de acetato de butilo con la anterior.
fo A dshtoz dos mililitros de acetabo de buwtilo =e lez afade
1 ml e 1M NHAZL mds 5 M de NHLOH. Si el color sigue

amarille  =e  afaden 10 gl de NHaOH funaest

>
i
<
i
iy
nt
4l
ot
+
o

vimoroasamebnhes

P, G2 elimina la Capa organica.

-
r

la  capa aouwssa =2 le afaden (L2 ml de la ziguisnts

solucidh: 505 o MaCls, 10 9 NHaCl, S0 ml Hal, 10 ml NHaOH v

n

e lleva a 100 ml.

i. Se adaders 6 pl de S00 mM Pl

Je B2 coloca en hilelo durante 2 horas

ke Se certrifugs e 3,000 @ a v =22 2linina 2l sobrenadante.

l. Se apade 1 ml de Hzd al precipitads v os=e  forma wuba
zuzpensidn. S2 afaden 10 pl de uma soluciidn LN de HOL kasta

disolver.

2.7.2. SINTESIS DE  22p-aTF,

La =irntesizs de ~ATF = llevi & cabo por =l métbodo
de Glyrm v Chapell (Glyrn y Chapell, 1264, uwtilizando S2F4

Fravianente purificado, de la siguiente fornas

e S0l de Fi =& dejan rescoionar durante &0 min & 2690
e St oM Tris-HCOY, pH 2.1, & mM Mallz, 2 oM cisteina, 1 mM 3-
fosfoalicerato, S oopl ATF, 0.4 mh NADH, 1 nM EGTA-K, .1 ml de

B-mercaptostanal y 200 pa de 3-F-aliceratocinaza,

b. Despuds de la incubsezidem =& afadern 59 ml de etanel v 2=}
agregan otros 0 ml de etancl al 17X al tubo de reaccide,

L3
o



1
o
i

avapora =1 aloohol & une benperatura masima de 40°0,

[
it
-

RES RPOr WEE columbd de 305 w0 0,50 om oque contiens 13

e
g

haber  Filtrads el liguido & traves de  papsl  Whatmnan

lavémdiolo corn 10 ml de saua.

14

Fara =liminatr de la columnns sl AP, =1 ALF y &1 Fi ==

eluys cote 400 ml ode NHaCL 20 mb oen HZL .02 N, G lava
gaua para eliminar 2l NHa+ v Firalmarte el BRE-ATF 22 2

cor HEL 0L @S N,

f. Egte volumern (0 1S5-17 ml) ge colecta et hislo v s 1=

il

ajusta =1 pH & 6.8 con un@a Zolucidn M de Triz (de 3 &

ml).

247430 DUANTIFICACION DE LA ACTIVIPAD HIDROLITICA.
La cunnt1f1:a igh del fosfato liberaco duraste la Bidréd-
ligis de ATF, tanto em cromatdforos como en la HY-ATFaza e

midid & partir de wrd alicuokbs del snsayo (Seaun e Meiz

i

toal., 193%) previamente csnbreifugsds a 2,000 rro daracts 10
min, | Tenisnds la alicuskas (0,7 ml cuando se midid a2) efaecha

del LDAD v 0.2 ml cwahdo ze midieran laz relaciorszs kidroli-

w

is/recambic ATF - ¥%FRi) =g hizo la determinacidn de la

actividad ATR4sica exbrayendo el =i

e

edietds 003wl de
acetora, 0.4 ml de nolibdate (5 g de bheptanol ibdato de sauno-
1o, 40 @ml de Acido sulfurico 10 Ny cobeps 100 ml e agua).
Uma ver formado &l conpleico fosfomolibdato,  zolubkle en =ol -
ventes  orgdnilcos, =& afade 1 ml de acetato de botilo v ose
agita  vigorosametts duarante 1 omin, Se centrifuga Lo omie &

FL000 rpm oy ze Eace und alicucta ode la faze orgamica (e 0.4

P
g

Fezima AE 1:8 de Bio-Rad. La colunna e carda despuds de

1.

[nguly]

lTuye

[
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g 0.5 ml). Eszta ze coloca en un papel filto (2.5 = 800 cm) v

1t
i

deja  zacar. Se coloca 2l papel dentro de oun o vial  con
ligquidn de camtelles Bray que contieste S.% g de FPO (2,5-

difenilowazsl), 00125 g de FOPOR (1,4 big

- (G-feni loxazolil -
Fhereeria) . maz 1 1 de toluenoc, Ez importante sefalar gus oo
25 mecesario ubilizer POROP,  va ague originalmenhe era regus-
"

Fidoy  Cormn corveartidor de loraitudes de ordat para poder

coarrazporvder  corr la longitud de onda de la lur de zalida  de

i

loz  tubes fotomulitiplicadorez antiouss. Loz tubos modernog
tieren una  repussha espectral btean amplia,  gue 2l uzao de

okt secuundarios 0 B2 va necesaria y  pueds 1lavar

t'l
a

eficierciaz de contaie redusidaz, ademidz de gue es uap aasho

o

irmeceszario (Chapmakn vy Ayray, 13E1),

274, CUANTIFICACION DE LA REACCION DE RECAMBIO ATRE-S@pi,
La medicidn de =2R) jrcorporads a2 ATPE durarte  d@sthe

reaccidn 2e llevd a cabo temardo uns alicucta de 0.2 nl de2l

enzayn praviamamte contrifugads a 3000 rpm durante 10 min, la

cual e proceso del omismo omodo ogue la cuantificacidn de  ATR

hidrolizado, excepto que abiora la faze de interds ez la fasze
acyoza  donde se encusntra el ATE v el ADF. A partir de  1la

primera separacidn, la fase wrgdnica se desecha v o2e vuelve &

e - Ul

o

o VR

1]

=, aradiends =olamerte 0.3 ml de acetona, 15 ﬁl
da FL25 mM vy 1ol de acetato de butilo.s Se Lona una muestea
de 0.5 ml de la Tase acuosa Ffinal v e coloca en un papel
filtro para despudz contarlo an ligquicdo de cemtelleo de Bray.

Zoe DETERMINACION DE BACTERIOCLORIF LA,

41



La bacterioclorafila fus determinads utilizando el coefi-

cigpbe de axbincidn_in vivo (Clayton, 1963 & SBO0 fAm oque =

@

e 140 mM-1omet,

2%, DETERMINACION DE FROTEING
2.1, METOLO DE BIVURET (Gormall, ek, al. [9439).

Para determinar la proteina en los oromabdfores =

i

Fecasario separar la bacterioclorofila de la proteina (Exe

<

La zeparacidn s llava a cabo tomardo 10 pl

a los que se afade dota a goba uma Soluacidn
de acetonas-metanol 718 v/ve Simultédnesmenbe se aoita vigoroe

zamsnte vy o 22 centrifuga & 3,000 repo durante 100 min. El

salbrenadarte puede lesrse & 770 nm para debermivar bachberio-

wlorofila, asumisndo wae coeficierts de extincicoen moleos de 75
mM=rom—t oy un pesn molecular de L0000, El precipitade s

Fesuzpends @ 0.2 ml de o

sioolabo de zodic &l 14y e la

afaden 0,3 ml de aoua v 2 ml de reactivo de Biuret (colato de

zodio &l 4%, NadH &l 104 v CuSls) . e agita vy despuss de 1S
mirn == les & 540 . Simultédneamnente e haoe uns CuUrva

patrdn com albdmineg boving.

i

2 0H.2. METODRD DE AZUL DE COOMASIE (Rradford. 1976).

Sz whiliza pare cuantificar probeina ode material  =zo-

lublz, adends de gue tiere upa gran sensitdlided,  wva  gue
detecta baszta 10 po de proteins. A la pusstra de proteinag ze

le arader 2 ml de una seducidn coloramte que corckizmes 1000 ng

1

oe Coomazie G en S0 ml de etanol sl 95X, v 100 nl de  Acice



fosférico al 994X, Esta solucidn ze afora a 1 17 con aaua,. vy ==
filtra. Se conserva a 20°C en un frasco éanbar.  La muestra de

proteina con la zoluzidn de Bradford ze incuba de 2 & 30 mis

v =& lee especbrofotomnsteicamnsnte a 995 rm.e La curva estén-
clard  =e  hace con albdmina de boavino, Er laz mezclas  de

proteima que conbileneh detergente Se drega Whe coboentraciden

coarrespondiente 2n los tubos de la curva estidndar.

Eol0, CALCULD  DE CONCENTRACIONES  DE SUSTRATO Y CATIONES

LIBRES.

it

l.as conceptraciones de Sw

Lrato MaATF v CarlTP v de

catiomes likbres, Mo« vy Ca®t, =

a

jig

caloularan  usands =1 pro-
arama de Fabdato (Fabiato v Fabdate, 1972 ), que estd diseRa-

do para esdouladoras de bolsillo cono La

Imstrumeant.,
Con eshte programa podemes celodlar las  concenbraciconss to-
tales de metal vy de ligerwdo pecezarias para ocbbaner conosn-
traciones idmicas librez, v wna fusrza idmica especitica.

El programa resuslve ecuaciconss de eguilibrio miltiple hasta

ety

i
add
A

cuastro ligandos v cinzo mehkal

i

z {(tres divalentaezs v dos
morovalentes), wbiligearncdo 2l logaritmo de laz conztanbe:  de
mEociacidn,.  Eztos valores fusron tomados de Marbell v Sillen

(Martell vy Sillen, 1971) vy fusron:

Matal log absoluto o
la cte de e=

= Referancia de
tabki- Martell v Sillem, 1971
bxilidad

LIGANDC: EGTA

H log
]_ [~ ]
log k=

log K4=

Subwarzenbach eh al. (19%57)

n t

Lo n 0

e log KEl= 100716 @llen v Blimks (1977)
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1.4&

Schwarzenbach at, al. (1977)

LIGANDCO: ATF
Smith v Alberty (1965)
Martell v warzembackh (1965)
Arbditraric % muy bajo)

Nartiinas (1961)
Marteall v Schwarzenbackh (1965)

Meimieeza (1961)
FPhillips (1966&)

Boths et. &l. (196%)

EDTH
Schwarzenbach et, al. (1954)

vy Ray {(19%9&)
ach at. al. (1959%4)

LIGANDD: ADF

Smith vy Alkberty (1956&)
Martell v Schwarzenbach (1956)
Arbitraric (22 nuy Dajo)

Smith v Alberty (1965a)

LIGANDO: FlOaH
Schwarzenbach v Geisr (19%63)

i "

Smith vy Alkerty (1965z)
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2.11. OTROS PROCEDIMIENTOS.

Sa  ubilizd un peso molecular de 480,000 para la H -ATPaz:a
(Schrneider, =t. al. 1979, Laz concemntraciconss de nacledki -
oz de adenina 22 determinaron por la absorbencia a 2590 nm.
utilizando uwun coeficiente de exstincidn milimolar ds 15,4

(Cross, ah.
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2. RESULTADOS.

Ao l. CONSERVACION DE ENMERGIA EN CROMATOFCQROS DE _R.  rubeun.
CARACTERIZACION DE LA RELACICON ENTRE LA HIDROLISIS DE ATF Y
RECAMBIZ ==F1-ATF.

El  enzayo =imultidnec de la actividad ATRazica v el
(=011 b Jzﬁi—ATF catalizados por la HY-ATFaza de_ R, rubeun
e =l estads astacionaric,  mussbran. una velocidad  liceal
frazta Loz 10 mim (Fig. 3. 1) al wtilizar como sustrato MaAdTFR,
it embarao e obzerva una faze inicial de retardo en  ambas
teacciones hasta 1oz 2 min, Despugs e dzte tiampo la velo-
cidad relativa de hidrédlisiz de ATF v de recambico ez cornstan-
ta vy e panbiome un ovalor de la relacidn hidrdliziz/recantio

de 4 aprogimadeamante. Ez importante obzervar gue cuegndo 1a

ATPaza astd &n un meadio oo CaA TP cono sustrato, la actividad
pegpecifica &3 &.6 vecss menor gue 1a Mgt-dependiente, v tiens
ura velocidad linesl hazta los 30 min.

Eir la figura 3.2 se& muestra la dependencia &l pH de la
relacidén  hidrdlizis/recamntia, Ubhservamos que esta relacidm
@z ihsernzibkle & los cambicos de pH 2n la achkividad  plo-cepse-
disnte, (Fig.3.2A). La actividad ATFizica dependisntse  dae
Ca=r  (Fig, 302.B) cambia lirsadimerts al aumentar el pH del
medica, mientras gue la actividad de recambic no s a&lbtera

Azi  las

*elaciomes hidrdlisis/recanbic varian 6 vecoss,  de
1.E7 a pH 6 & 10,94 & pH 3, % &l utilizar TaATP v se conzerva
aglrededsr de 4 &l ubilizar MaATF como sustrato,

La  fiaura 3.3 e ousestra el comporbamisnts de 1 kided-

ligiz de ATF v del recambdo #8EG-ATF & conoenbraciones  Core-

4%
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FIG.3.1. LA REGCCION DE RECAMBLD ®2Fi-ATF Y LA ACTIVIDAD
HIDROLITICA EN CROMATOFCROS EN FUNCION DEL TIEMFL.

S incubaron cromatdforoz (175 rmoles de Bol) an la oscuridad
et 1 ml toktal de una zolucidn gque llamaremos TS gue contenia
S0 oM de Tricina-NadH, pH &.0, 1 mM d= AP, 4 mM de fozfatao
de k, (.2 M de zacarcsa v Z.2:410% cpm o de “2Ri/ml e &l cazo
del  recanbio (@ &)y 1x10% cpm de “2-ATF/ml er el cazo de  la
hidréliziz (QA). Maz 4 mM d= ATF y 2 oM de MaClz O@) & mas

4 mM de ATF y 3 mM de Callz A\A). A los tiempos indicadoz ze
tomd uma alicucta de 0.2 ml oa los que se aladid 104 de TCA.
La cartidad de @2Pi formado darante la hiderdliziz y de 28pi-
ATPE recambiado, =g cuantificd como ze indica en naterialezs v
mEtodos,

4
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On
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FIG. 3.2, EFECTO DEL pH EN EL RECAMEIO 2=Pi-ATF Y EN LA
HIDROLIS1S DE ATF.

La reaccidn g2 llevd a cabo en la oscuridad, en 0.2 m)l del
medic TS wtilizando como solucidn anortiguadoras MES,  MOFS v
TRICINA, S0 mM & loz pH indicados v ZmM d2 ATF masz 2nM de
MaClsz v 1 M de ERTA & 3 md de Callas, 1 mM de EDTE . Al
fActividad Ma-dependiente, (O) hidrdliziz, ( @ » recambio.
E. Actividad Ca-derpendiente (A dhidrdliziz, ( A ) recambio.
La reaccidn  ze inicid afadiendo cromstdforos (35 nmales de
BCl) v ze pard & loz 10 min em 2l cazo de (A) v & loz 40 min
e el caso de (B),con 10M de TCA.
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FIG. 3.3, CINETICA EN ESTADLD ESTACIONARIC DE LA REACCION DE
RECAMEBLO ==2pi-ATF Y DE LA ACTIVIDADL ATFasica.

Tarhe la reaccidn de bidrédlizis (A) come la de recambic (B
sa llevaron & cabo el las mismas condiciokes. Se imcubd &

1o cromatédforcs (359 nmolas de BCL) an la czcuridad, en 002
ml de la la sclucidrn TS v laz concentracicores indicadazs  de
Ma-ATF. (O@ !} & La-ATP O} tomadaz de ura seluciér coreer-
trada de .52 nM de ATF, 7.916 mM d= MaCls v 1 mM  de EDLTA
(cory 340 M de Ma=*) & 7,7 mM de ATP, 9.24 oM de CalCle v 1 mM
de EDTA ( 2340 uM de Ca®v libre), respectivamente. La reaccidn
22 inicid almadisndo loz cromatdforos v =2 pard & 1oz S omnit el
2] caso de la actividad ATPazica dependiente de Ma y & loz 40
mire e 2l cazo de la depsndiente de Ca oo 107 de TCA.
_URL L




ciembes del conplajo M9ATF & CaATP,  donde = mantuve sienpre
urna  corncertracion de cationss librez mernor s 320 M oen el
medio., L& hidralizis de MaATP aumenta a medida gque la  ocon-

cattracidn de ManTF ez mayor. Bl recanbic alcanza ub méeimo &
3.2 mM de ATP mostrarco urna B ode 0,44 mid. Er relaciden a la

hidrdlizgizs  de ATP v &l recanbkia, atd L antes o

x

midrdliziz musstra el mizmno comporbamniento qus la hidrdlizis

diz MafdTF, pero con una actividad es ifica mefor, mientras

aue 2l recambio & Concenhra

lones mayorez de 0,560 mh, -

CEMDIC S0n

coplenza & inhibirze. Laz relaciones hidrélizizssr
mErores & concentracicoresEs menores de 100 pM de MoATR, con
valoresz cercarms & L, Lo gue inplica uma cormeEsrvasidn de
aenergia del ATP hidrolizado. # corcentracionss mayorss  de

100 M de MaATF e cheserva un canbio rapido e ezta relacide,

lleqgarndo & uh valor de cor Somb de MaATR.

Al utilizar CaATF, =1 comportamisnto 22 diferente, yva qQus la
relacidén  hidrélizis/resanbic se  mantiens  constante basta
copzentracicres de CaATF de S0 pM & partir de la cual.  la

relacidn aumanta debdido & la inbibicidn dael  recambio. Tam-

i podencoz  obzervar una relacidn de hidrdliziz/recanbic

meror & 1, & concentraciones inferiores & 18 uM de  CaATR,
debida & pogibles contaminantes en Loz aromatdforcos,  como la
adenilatocinaza o la polirwcledtide fosforilasa. A concentra-
cioez mayoras de ATF afeadido la contribucice de ATF formado

por conbaminantes  es despreciable,  va que tiere  un valor

meror &l 3. [urante la cinética de MaATF & CaATR ze tomd la

precaucidn de llavar a cabo Gt wn blenpo en el

cyal la kidrdlizizs Fusra linesl vy oque no mds del 20% 0 del

5y
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ATE. EFECTO DE Ma®* ¥ Ca<+ L1ERE.

Loz cramabdforos

(35 mmnales de BC1) =e incuberon en la os-
curidad  en medic TS en Rt -ezencia de 3 omlM de MIATF O@) & 3
mM  de CaATF Q4) ezt racionzs indicadas de  MgEr oy
Ca®* libre tespectlvament El tismpao de inoubecidn fus de 10

=
miry para la activided Mg-dependients v 40 min para  la  Ca-
deperdierte. La reaccidn se pard con 107 de TOA.
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FlG. 3.5, RELACION ENTRE LA HIDROLISIS DE ATF Y RECAMBIO w=pj-
ATF DEFENDIENTES DE Ma=v., EFECTI DEL Ca*v LIBRE.

e imcubaron cramatédforocs (25 rmclaz de BCL) e2n la cscuridad
t1 0.2 ml de soclucidn TS, 2 M de MaATF com 00320 mM de Mg=-*
libyre, v las concentraciores indicadasz de Ca®*t  libre. El
tiempo de incubacidn fus de 10 min.  La reaccidt = pard cor
10% de TCA. Hidrdli=ziz ( QO ), recambic ( @ ).

i

1
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syshirato fusera hidralizeds en cada umo de los puntos.

Er la fig. 3.4 =& muestra =1 efecto de los

2l
m
it
e
Ix]
I
W

libres, Ma®*r vy (Qar, e la conservacidn de erergixn, donds
podencos chesarvar gue tarnto la ackividad ATRAzica deperdients
da MR es muy sensibkle al Mg®r libre, come la actividad
ATR&zicd depsndierte de Ca®* al Ca®* libre, Anbas rFeascicnes

musstran 2l misme comporbamiento l1legandos a un m

actividad oorn uma concentracidan del rezpectivo catidn libre
e el medio de 320 ouM, La reaccidn de  recambio muestrs
tambbiérn el mizmo comportanients en anbaz actividadezs 1legando

& uwna achividad médxims &

pM de catiden libeas.  Eno o cuanto a
la relacidr  entre la bidrélizis y el recanbic,  la ATRasa
musshra un mAxing de acoplamisnto @ concentracionEs menores &

100 pM de catidrn libre coe valores de 2 oen la actividad Mgs*-

depardisrte v o 2 en la

[xx}

Lasr-depencliente,

h
o

Para detfinir i cadz uno de los caticones libvres  usados
modifizarn lazs propiedades cataliticaz de la enzima, o 351
solamerte actian comno sustrato al formar 2l complejo MadTF o
ZaATF,  esztudiamoz =1 efecto d2l Ca®r tibre en la relacidn
midrdligis/recanbico  dependisnte de Mo gt lizando uma cor-
carkracidrs fije de Ma®r [ibre oe Z20 pM (Fig., 3.5). La acti-~
vidad da recambis Ma®v-dependientse ez completanatte insensi-
blz &l Ca®v libre miemtras gue la actividad hidrolitica ez
activada, 1o gus llava a ub cambico de 2.0 & 3,4 an la rela-
cidy kidrédlizis/recanbico,

Al aobservar & Lo laroo de la caracterizacide de la

ralacidr  kidedlisizs/recambic gue la achividad de  recambic

0
[A
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(mol ATP mol BC1l~1)

12

FotofosforilaciGn“

0 5

TIEMPO (min)

FIG. 3.6. FOTOFOSFORILACION,

Se incubaraon cromatéforos (50 pmolas de
e 1.0 ml de une soluycidn gue comtenia
pH S0, § mM de ADP, 4 mM de fosfabte de
1 mM de EDTA, Z.2 = 10% cpm de 22F] vy Z

Faa

mM de  Callz./) Farz enpezar la resccidm se  iluminaron 1
durante loz tiempos indicados. La reaccidn

cromatdforos
paré com 104 o= TCA.
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FIG.3. 7. EFECTO DEL LDAC EN LA ACTIVIDAD HIDROLITICA Ca®" y
Ma=+-DEFENDIENTE EN LA H*-ATFasa DE  R.__ tubeum.

S=  probarcr log efectozs del LDPACD er la actividad hidrolitica
de cromatédforos (400 pa) vy RrRFeF, (S50 pa), preincubasds em
cantidadez variables de LDAD durante 15 min a 37°C. &
soluzidn de preincubacion (0,3 ml) contenia 150 mM de sacarco-
ca oy SoM de Triz-0ac, pH 7.5, La hidrélizie de ATF s
inicid  afadierds 1.3 ml de un medic de reaccidn (Concentra-

cidn final) corn 60 omi de ECI, S0 mM de Trislacz, pH 7.%
de ATF, 3 mM de MaCls o 0.5 mM de Callz,®2P-ATE (22104 cpm)
y 1 pM de FOOR en el caso de cromatdforos. La reaccide
llevéd a cabo duratte 10 min & 37°C ze pard afadiendo 1a
de TCA.
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Ca@r-dependients a2 muy baja,. F2Osanos gus el recanbio posi-
blemente  sdlo pudiers utilizar come sustrato al Mallsz, Pioy
ARF vy mo &l Calla, por 1o gue eztudiamcs la fotofosforilacidn
eh cronatdforos de Rerubeun, ubilizande cone sustrato al Ca®r
(Fig. 2.6€), donde cbzervamos que la Fobofozforilacide deper-
diemte  de Mg®* tiers una velocidad imicial de Vo=3.735 mnoles

de ATF zintetizado/mnol Bol min v la Cas-dependiente una Vo=

L. ol de ATE zint

Azado/mal Bol miro.

HeZ. ACTIVACION [E La HIDROLISIS DEFENDLENTE DE Ma=* EN  FRr
H*-ATFasza FOR LLAL,

e

ol

puEs  de haber caracterizads a la ATPaza de  cromatd-

foros de R, rubewn v oalounos de los factores gque readlan la

T
i

cohsaervacidn de eneraia en dstos.como 2l pH, la concentracidn

de sustrate . MadTE & CalhTR, v cationes libres, Ma®r vy Cges
vy kamands osn cusrnhe eviderncia pravia ode estudios  enfocados
kacia la vreaulacidn de la HY-ATFaza por medic de  activacide
de d&sta misma con varios agentes comno los detergenbes, decil-
dimos atilizar esta kerramierta para ezstudiar la regulacidn
de  la actividad hidralitica dependiente de Ma® an la H*-
ATPasa  de_ K, Fubrumn.

Frimeramente e estudid =l efecto de concentracionss
crecientes de LDAD en cromatdforozs v oen la ReFe-F, aiszlada
(Fig.3.7). Se ochservaron efectos diferambes em la hidrdlizis
e ATP  derpendientes de Ca®r oy plgee, La Fig., 3.7 muEstira

gque la actividad Ca-deperdients 1lega a ubn méecimno de achiva-

cidrm & una corcerntracidr de LDAD de 15 . Ezta activaoian
corresponde & wn aumsnho oen la achividad especifilog de 205



Tabla 3.1. Relacifn entre las actividades de ATPasa Mg2+ y Ca2+ dependientes

Actividad Especifica?

+ LDAOb
Dependencia
al catibn cromatSforos RrFoF1 cromat8foros RrF,Fy
Mgt 62 25 190 860
ca2t 44 380 156 440
Mg2+/cast 1.40 0.06 - 1.22 1.95
a

Actividad especifica expresada en nmol min—lmg-lde proteina

b LDAO (Concentracifn 100 mM). Se afadif como se indica en la Fig., 3.7.



Tabla 3.1. Relacifn entre las actividades de ATPasa Mg2+ y Ca2* dependientes

Actividad Especffica?

+ I..DAOb
Dependencia
al catién cromatbforos RrFOF1 cromatbforos RrFOE‘1
Mgt 62 25 190 860
cat 44 380 156 440
Mg2+/ca?t 1,40 0.06 - 1.22 1.95

& Actividad especifica expresada en nmol min'lmg_lde protefna

b LDAO (COncentraciQn 100 mM). Se afadib como se indica en la Fig, 3.7.
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vaoes en cromabdforos vy 2.0 en la}H*»ATPasa a&izlada.

La actividad hidrolitica Ma-dependiente de la RrFo-F, ez
myy Sensibls s la presencis de LDAD (Fig., 3.07B).  La achkivi-
dad ATPA=I aumsrta de oun valor de 26 nmclas/miv mg  de
proteins (miuy bego respects a la activided inicial Ca-depen-

{
dierba)  basts un o valor de 200 omolaz/miv mg Jde proteina, a

U corsentracidn de &5 mb. Esto represents un aumento de 34
VEoEE. Er  la tabla 3.1, =ze muestra la relacion entre  la

actividad ATFazica dependienbte de Ma<c v la dependientse  de
Ca®*, donde =22 1ndica gue la RrFe-Fp tisne  wuna achividad

agpacifics nayor al ubilizar come sustrsto &l CaATR, mienbrazs

qQue 2 presencis oe 100 M oe LDAD  dste compledo soluble

camnbia la relacide de QU066 &

el s

*.I'

achn L

[
i

aotiva predominantensnte la actividad Ma-dependisnte,

Er la figura

Ay B, s musestra gue el LDAD cambia
la respuesta de la amzima al Ma®r libes,  taoto e cronatafo-
rog  como &t REFa-F . Ern prezencia Jde LDAD bay  wun aumenito

réapids e la achividad de la RrFe-F,  cuando z2e incrementa el

Mo+ libre, a 0,025 nM. En aussncia de detergents dsto ho ze
clharva. A concerbrasionss mayores de UL.025 mMo de Mg
libre, la achtividad de la RrFe-F, disminuye. La actividad

H'

La~deperdiente no  as modulada por Ca¥* libre en la RrFoF,

soluble,  indespendiettemente de la presencia de LDAQ e el

3.9 Ay B). Dzbe de 2er hohbado que el LDAG P
estd  sacusstrands &l Ua®r libre va que concenbraciornss ore-

cieptes de Ca®* mo dmterfieras con 1& habilidad d=2l LOAD rars

activar la hidrélisiz ~deperdlarte. Ademis e aue

s&  @l-

canza La maxima achtivided hidedlitica a la mizma concerbr s~

[38]
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abtenida por nedio de otro deterosnte zwiteridemico. =1 CHAPS

(3= ((F~colamidopropi l-dimetilanamic) ~1-proparosul fonato) o En

i1l

sta  cazo =l LDAD  tambidn activa la  hidrélizis de  ATF
{(Fig.3.11). Ety el ssaurds zizstemns solubilizamos la ReF. &
partir  de  up extracho de acetorna, para pocder Comearsar Zon
ohbro ziztena purificade en auzencia de dateraente, La acti-

vidad hidrolitica Ma-dependisnbte btilere: wn masing o

cidr a una concertracidarn de LLAD de S oM. Esta activided ze

imcremanta 4.5 veces,  de un valor de 45 haszta o de

vmales/min ma. La actividad Midrolitica Ca-dependisnte a3
imbvibida (Fig. 3.12).

Lka  forma de  probar 21 o=l LOAD st Larda el

+
m
o
e
w
~h
i

mecanicmns cooperativo esmtre los sitioz cataliticos de  la

enzima o las propisdades cataliticas par fug medianbe al

egtudin de la catdlisiz de un =2itic en la actividad hideedi-
tica Mg-depermdients . aen la RrFoe-F, aizlada. Ya aue la velo-
cidad inicial de la catdlizizs de un zitio en la Fi ocle bachte-~

riag oome B, coli oes memor gue en la Fa de

ey posible

determninar i

de  Sedaurn-
doz. Al comocer que la actividad ATRP&=ica de R rubrum es
mEror que st mitocordrias,  pensamos gue tambidén 1o ssria la
catidlizis de wn =zitio. Loe resultados =e messtran an la
figura 3.13. El deteraente aumerts la fase indcial  oe la
catéalizis o= un z=itic, En prezerncia de LDAD 2z e Ves=
D EEI0-F pal FL /el RrFe-Fy zec v en ausencia de LDAD de Ve=

Seit- opal Pi/ ool ReFo-Fo ozec.  Esto representa us ames -

to en la velocidad de 6.3 veces al afadir  LDAC,
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FIG, 3. 11, EFECTO t’EL LDAD EN RrFa-F, SOLURILIZADA CON CHAFS.
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FIG. 3. 13, CINETICA DE CATALISIS DE LN SITIO.  EFECTIO DE LDaO.

Sz preincubd RrFo-F, (2,23 pM) oen W,3 ml ocom 150 mM de
sxCaroesa, % omM de Triz-Osc, pH 7.5, m 10w e LDAD donde
=2 indica. La reaccidn sz indcid anadlwndn .2 ml de owan media
de reaccidn con (Concentracidn Finxl) &0 ombM o de ECL, S0 mb o de
Trig-0Ac, pH 7.5, 00370 i Ma~ATF, 1 M HaFO4 ajuztade a gH
7.9 con gl de Tris, vy 12 pl de SEE-QTE o S C1/mmad
(272107 cpin/ml ). la reaccidn =2 fpard & los taie indica-
doz con 107 de TCA més 0 it de TR, La wzidad de
Fiidrslisiz de ATF arati oo Fumsidn del tisnpo (Ssgunds

y la valocidad il

&l fus caloulada o arats i1 Jari-
dn una it & la curva 2n los punte 1rw : gz la
ar&fica, rrcrite e Wi sk, oal., 19E4)L 0D RrFuF ., tratada
car LI, (O BrkFaly zin bratar,
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Una caractaeristica esarcial de la H*-ATPasa en bacterias

forosintéticas & ogue dentro del metabolizsme de la baoberia

i
lid
o

Fedentra an estado active  zienpre en direcoide de sinte-
=iz de AT, mientras que la actividad kidrolitics ez Sumamen-
te baja adm en corcdicionzs mo fizlioldaicas, P 1| G =T R = === Y =
ciotes de cromatdforas o en la HY-ATPaza  Furificada, Hazta
ghora kodavia mo 22 conocen loz mecamisnos e zu o reaylacidn.

Ern =l cazo de mitocondrias la prezidrn de  la  actividad

ATPi4zica estd reaulads por wna probeins enddgerns (Fadarzsmn

at, al.., 19a1) y &n otroz siztenas comd cloroplastoz v E,

evidencia de gue estédn regulados la zubwmidad

E, aumspde todavia estd en debate (Dreyfus v Satre,

4.1, CONSERVACION £ ENERGIA EN CROMATOFOROS DE R. b

Lea medicidan de la velocidad relativa de laz  reaccionas

o

—

rarcial

i
w
g

la =irmtesiz de ATR. come el recambio “*F1-Q7F v
la hidrdlizis ode ATF nos dern un buen indice de la  conzerva-
cidin de ehergia durante el ciclo catalitico. La reacoidn de
racankic #2F-ATF  implica la kidedlizis de ATFR (pazoz | &

fig., 4.1) v la reincorporacidn de 1oz procduos

liziz, ADF v Pi, para =zint

]
B

tizar rdevaments ATP {(pazoz 3 & 1,
fiz., 4. 1), wubilizewddo la eneraia senerada por la misma Bidrd-

liziz. Uha relacidn erdre @l ATF hddrolizado vy

34

1 .Ev::;'F-i_A" F.
racanbiads  CeErcana & uno, implicea wr debdmz de comzerveoride

de ersraia por el sizshans.



e > FoATP

FsADP<—3 > [°ADP

FIG. 4.1. MECANISMD DE SINTESIS DE ATF. Mecarizmno basado en
2] propussto por Rover (1972), donde se musstra una vazlta al
ciclo catalitico.
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OEADP<—3 SeADP

FIG. 4.2, EsalEpa DEL CICLD CATALITIOD EN LA ATPa=a DE

Forubtun. Bl @zsquemzs musshes ume voelta &l c1ole catalitica,
e el oual proponsmnoz gue estzten doz estadoz funcionelez  de
la ATFaza, HE y B reasuliadedozs por la cormcenbeacide de
s ledbados et o2l mediol Ver sapllcacidn @n el tante,
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4.1.1, REGULACION DEL CLCLO CATALITICO FOR SUSTRATIS.
Durante el cicle catalitico mostrado en la fia. 4.01l.. la

ATPaza  oe R.peubewn ubiliza comne sustrato preferentamnssts al

w

MaATF, pero 21 sclubilizamozs & la ATFa=sa, kidroliza preferes-

tenente CaATF. El cambio de afinidad por los sustratoz o el

Fapal en la conssrvacidn de sneraia se conccers, Al anali-

zar  los resultados de la cinghbica de FMaldTR v CaATR en =1

astado eztacionario, tarnto an la hildrdlizis de ATP ocomno en 21
trecanbio,  nos encorbramnos con wn dato inberezante va o gue la
curva  de  la relacidén hidrdlisis/racamnbio dapendiente  de
MaATF  tisee  dana Forma siancidal, o que zuwgiere gue  la
RraTFaza estéd reoulada ameliamantse por la concertracidn de
MaATF = &l madio. Fariends an cusnta Que & concentraclonss
menores de 32 pM ds MoATF. la relacidn hidrdlizis/raecanbio
tiene  valores cercancos a 1 v gque a peartir de dzta conoartra-
cide hay  wn incremnento rapide en la relacién peRsanos que
posiblemnarte edizten doz sstados funcionales  de 1y enzima,
ler cuales no podemoz explicar tomando en cuenta el ciclo
catalitico de la fig. 4.1, ya gue es demasiado sinple.  Fro-
FObEmos Wl Pdeve esaguena en 2]l cual e incluyern 1oz dos

astados funcionales de la ATPaze gue desianearemos coms ¥E y E

catalitico san:

@) La ATPaza hidroliza AP lemtamerte (pazo 1 & 4) al  eztar
a&houn medio oon concerbraciones bedas de ATF sn =2l medic,
provocando e acumalacydn del estado funcional HE.

E) Al acunularsse el aztado FE la relacicdn srbes la bidrélizis

y &l racamnblo Liende s uno, va o gue eshta acossible dtha Forma

7



para participar en la reaccidn contraria (paso 4 & 1),
=) La conversion de FE s E (paso D) se favarecs al arconkrar-
e an uwr medio con wna corcerbracidn de ATF alta 2n =l medio.
Al favorecerse ezsta forma se incremnsnta tarnboe la hidralisis
aque de 5 omoléculas de ATF hidrolizadazs solo una es capsz de
recanbiarse.

Eztos resultadoz =om gimilares & Loz obberndoz en la ATRaza
de  Ca® de reticulo zarc

Jy -4 oo la oual 2e ke demos-

brado que  ls

Cfurtiorales de la oenzina £y FE.  con

incluye doz ezt

actividad em direccidr ode hidedlizis o de sinbeszis, res-

= puecern incdlcie varisswds las

pectivamerte, shadng

i
5]
H

conzettbraciones de ATF ern gl medic (Carvelbsr eh.al.. 1%76).

La  relacidn enbre la hidrdlizis v la zintesizs se acerca & la

utiidad corn concentracionss bajas de ATF. Poor cada me
Fi  liberadea durants la bidrdlizis,  uwna moldoula de *E estéd
aocesible para participar sn la resccidn cornbraria,  dirigida

hacia la =intezis. Al ubilizar conocenbracionss altas Jde  ATF

]

2 favorece la converzidn de *E & E, oo ques aumenta la velo-
cidad de kidrdlizi= vy dizminuye la de zintesiz. La activa-

Cide mésim

m
H
11

alocamza & la ATRazs de reticule sarcoplismico
cor uhE concenbracidn de ATR de 5 oa 10 mM donds ze Ridrolizan

de 20 & S0 omoldécylas de ATF por ceada una =intetizada (Carva-

A1)

Tho etoal, 1976,

B

Er cuanto & las actividades dependientes de Ca*r, obzer-

vamos  que la relacidn hidrdli=is/recanizio =2 manbiene - en
mivelez  muy Baioz v oaumsata rapidamente debide a uma inbibkd -

2 4

Cidr de la actividad de recambic por medio de O

Libre, vya
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que las concenbtraciones usadas zon inbibitoriazs comoe veremnos

méz tarde e el incizo 4,202,

W
iy

4.l E. ACTIVACION DE LA ATFRaza POR LDAC.

Uma tforma de diztirawir log dos estado Ffumzionales

I

de la H*-ATPaza propusstos,  zeria achivandola por medico de

ot
o
g
=
-+
_Ll

abtamizmto diferente & la concentracidn de MadTE, 1o

suficisntensmte Sercillo para maraEudlar uno o otro e2sbado. YVa
Aue la H -ATFasa de R ezta =ujeta a eficientes

mecatinogg reaulatorios vy oaue 2w astrustura ag muy paracida &

la d

1
a
ot

T
:
s

814 TFRazas decidinos utilizar al detergesnte LA,

Reciertanant

1
3
o

Pan whilizado ciertbos deterascbes  que han

o
il

dadn  imformacide  importanbs aceroa la regulacidrn e la

cataliziz d

ful
i

la ATRaza en cloroplastos (Yu vy Mo, Carty,

Fick v Ba=ziliam,

Fick v Baz=zilian .,

(Létscher at.  al., 1284), an sitocondrias (Vazquez-Laslop v

Dreyfuz, et la becteria termofilice PS3 (Norlinme st

al, 1986€) vy an R, rubeum (Soe eb. &l.. 1978, Dreyfus v Monte-

Fo-baomeli, 1926 v Morbero-bomneli v Dreyfus, 19873,

Err &l caso de mitocondrias Vasguasz-Lazlop v Dreyfus

postular aue =1 LDAD tisne un efecto  activador =h
MF,  con um alte contenido de  inkdibidor.  Ezte detsraerte
activa & la hidrdlisiz de ATF al zuprimir la accide imkibi-
dora de la proteins inkibddora naturel . miasntrazs gue en B,

coli v cloroeplaztos (Lékscher, eb.al,

Yoy Plelarty,

1935 =se postula gue la activacide por detargente debe a@

i
ul
3
i

laa liberacidn de la accidn inkibidora de la  subunidad s,

g tanbddidn =2 obeservé e oz brabados arteriores que el



LDAD v laoz alauilalucdsidos estimalan la hidrdlizizs de ATR,

independientensmte de la presencis ode la subundidad & en

cloroplaztos o de la profeina inhibidora ero mitocorndrias.
Inicialmente estudiancs el efecto del LDAD =n la achivi-

dad hidrolitica Jde la H'-agTFas “ia Fobosinteti-

i
[wE
i
ol
ul
I
o
[xg
m
Iy
s
xI-

ca. Enconbramos gue el LDAD e capaz de estimalear la achivi-
dad Ma-ATPaza en cromatéaforos v oen RrfFo-F, =olukbde, alcanzan-
A upa achivacidn hasta de 34 vecoe:s an la RrFe-Fa. Frobanos
tantyidgn obros ftratamientos cladzicos para activar a la ATRaza

mitosaoredrial, como 21 calor v o la Lripging que som activadores

irreverziblas, 1lamacdos  asi poraus despuds ode bratar & la
anzima cor dEshoz. e ausencia del  afechor, la  actividad
ATF&=ica siqgue  estimulada. e ézhoz activadores rninouren es

capaz  de producir dna aestimulacidn cono la del LDADT =m0 Ia
ATFaza de R.iubrum,  =siss gue al conbraria inbiben la activi-
dad ATFasica. £En base a estos datos decidimozs wbilizar &l

LIAD Qa quie 2% wh gistans de activacidn de la ATFasa con &l

cual  podemos distinguir facilmente emtre 1o

10
iD

stados *E vy E
propueshtos.

401021, COMVERSION DE LA ACTIVIDAL Ca®v o Mo -DEFENDIENTE
EN Rr¥aF, v RrFi.

U keckhe interezant

il
i
1]

gquiz el LDAD z=stimula pretftersmte-
mante  la acbtividad deperdiente de Mo an la REFeF, Soluble,

1o que incrementa la relacide entre las sactividacdes de ATRaza

Moy Ca®v dependientaz, de 106 a 1.95, Esto sianifica que
la dependencia &l sustrato de la RrFolF, zsolugle cambiza de Ca
a Mz dependiente en prezencia de LDAD, comportdndoszs igual

que dentro de la nembrana. Egte mizmo canmbio en la dependsr-
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cia & rmationes s presenta bambidn en la H*-ATPasa de cloro-
plaztoz tratada con deterasnhbes (Yu v Mo Carby, 1285 .,
Er contraste  Com datoz anbericores, en los guae se  indica

aue detarosnbes tdnlcos e RrFy (Soe et. ale, 1972) y el

ockilalucdzidn an CF . (Pick vy Raszilian, asstimulian La
ackividad HMa-ATFRaza v simultaneanerte inbiiben  la  actividad

Ca-ATRaza, encortrames  gue el LDAD tiene el nizng efecto

i

(]
RrFqa, pero e el conplelos PrPo-F) 22 capar de  astimalar
ambas  achbividades, poziblensnte debido & la presencis del
canaEl Fo oen la preparacide v no & la presencia del debergente
Tuing  an é=ta. va que solubilizdrdola oon otroz debaroasntes

2 nbeervan 1oz mizmos resultados.

1t

4,2, REGULACION  DEL ESTADD FUNCITONAL E Y DE RrFofF. aCTIVADRA
CON LDAL.  EFECTO DE CATIONES LIBRES.

A partir de estudios previos del control de la RrAaTRaza
an cromnatéforos, por medio de cationes divalenbes, en los gue
g2 irndica gue la achivacidn por luz es dependientse  de Mg

dal medio en cranatédforaz previamsntbe inhibidos por &ltas

corentraciones de FC

Tibre v de estudics an parti-

culaz  submitozondriales donde musstran gue & coPcentracia

opziden de hidrdaliziz en

relacidn al recamnbio es varias veoas méds Dals gue &  Conoern-
braciones  bajaz de Mo, probablemente debido s canbios  an

laz cavracterishicazs cingticas de la enzima (Ghnez-FPuyou, et

decidimos astudiar en la RrATPaza el efacto de
log  cationes divalerbes en la conssrveacidn de ereraia v oen

la aotivacidnm por LDAC,

~)
£



4.2.1. EFECTD DEL Mg=* UTILIZANDO COMI SUSTRATD MaATF.
Encontramoss gue utiiiiénﬁavMﬁATF'ﬁqmd'éustratD al  medir
la  relacide hidrdlisis/recﬁhbié;  élAMéﬁ*'lihre camnbia la
hatilidad o= la ATFa=za fFara citalizar la hidrdlizis y o el
recanbic e el estado funcional E de la ATPaza, ya que esha-
mos ubilizarede  oocenbtracioress de ATP-cabiden de 30 omM qus

Favorecen

i

ste esfado, Al sumzntar =1 Ma¥r libre, &l conbra-

rio de lo mnoontrado en la ATFass mito

Sl ial (G - Fuyou,
@b, &l 1983 la ralacidm enbre 2stas dos rescciones aumerta

2 oa b, al variar la comcentracide de Mg libre arviba de

d

m

oo pM.

Al evaluar el sfecto del Ma®* arn cromatdforoz v RrFof,
tratadas  com LDAD,  srconbtranes que dzte 24lo readla a la
ATFaEa cyamds la kRidrédlizis sze sncusntra estimulada con
LRAD, Los dabos aeberiorss sualersn gue salo al achivar s la
anzima con LLOAC o concertraciomes altas ds MadiTF, =1 Mg
ik pusde jussr wun papel oomno reaul &dor,

4uZ. 2. EFECTO DEL Cas« LIBRE UTILIZANDO COMO SUSTRATO CaATF.

El 1ok Ca®r modifica la relacrdn hidedlizis/recanbico o

i

ta misma Fforma gue 21 Ma*r con 2w sustrato correspordiants

s2dlo gue se llega a alcanzar una relacide de

moléculas de
ATP  hidrolizadaz por ume recenbiada. 1o gue podria  sugsrie
que  dEshte  catidn no favorecs el eztado funcionsal FE O de  la
figura 4.2, al s =er capar de conservar ubna relacidr bidrd-
ligizs/recambio baja, o aue @] ADF, wl Fi1 oy &l Ca2* me zon
utilizados coms sushrabo para la sinbtesizs de ATE, Er cuarho
gl wmfecto de dste cation emn la gnzima bratads corn LDOD o

srcorbrancs 1oz nizmno: efectos gue Loz obeservados  aober tor-



merte  con Ma®t, 1o gque sugiers gue posiblemnente sean otros

1o

ul

mecarizno:s 1os gue activen a la ATPaza tratada con LDAO,
diferentes a Loz que favorecen la forma E.
4.2.3. EFECTD DEL Ca=r UTILIZANDD COMD SUSTRATD AL MaaTF.

Fara poder discermnir enbre el papel de los cationes en

aereEral oo ode un =dlo catidn como el Mav oen la regulaciden de
lag conssrvacidn de eneraia, probaess el sfecto del Cade

ki lizaredo oM sustrato  al  MaATe, M1 variar las=
comcettraciorees de Ca™r likre obeerveamos que aste o modifics

de la mizma Fforma que el Ma®r sl oiclo catalitico,  va  que

s&lo 2z capar de estimular & la hidrdliziz, wmienbras gque el
racanbio no o=s altera. Eztos  rezgltados  refusrzam La

proposicide de oaue el Car libre e dncapar de estimular la

g

acumulacidrn de  la forma YR para oue e lleve a cabo la

reaccihn de recanbilo.

4,20 ACTIVACION DE Rrfof,. MODIFICACION DE LA INTERAL

ENTRE LAS SUBUNIDADES.
Aparte de o canbio conformacional en la Rrfa-F,  al
eztimularla en presencia de LEBAD,  tambidén podemc: conzicdaralr

canbicos e pardmetros cireghicos como la afimidad  por

i
e

zuztrato MaaTF vy e la velocidad méesima. Eztoz cambioz  pe
Loz obzervamos al evaluar la cirndgbica de MadTF v CaATF & la
relacidn  hidréalizsis/racanbio. El incremento en la actividad
tiidrodlitica de  la RrFo-F, activada con LDPAO,  podria ser

Explicado o wn cambio en la interaccidn de las subumidacles

cataliticaz P v %, o posiblemente oo ze ha dezcrito en Bl

coli  tratads cor LDAD,  mediante un capkio en la loteracoidn
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erbre B v & (Ldtscher, =2t. al.1984),  que proponemnos podria
resultar  en la abolicidn de la cooperatividad entre zitias,
Doros  dabos  interesantes  de la literatura  gque  apovan el

cankio  er la inberacoidn entre las subunidades por medic  de

detargertes ez gue 21 d alato v 21 cotilglucdsids zon

capaces de convertir a la FoATRaza de la bacteria termncfilica

an labil &l frdio (Novlina, A peartir de estas informa-

cicres estudiamoes la catéliziz de un zitio. W=}

LAY la imcremerta Cazi por un

T
—

mazsttarn aue

ad 1ricial de 9.5 o« 107 fmazta 3.5

maaritud,  (de una velocis
102 mal  Pi opar mol ReFofF, por segurdo) Lo sue pusds ser
explicado por wl cambic propuszto, &l abolir la inberaccidn vy

coopetratividad entre las subunidade:s yva aue bay una supresice

T

e comtbrol en la drdcs subdanicdad Boaue 2std operando en dshe

caza, Eztoz datoz to 1oz podriamos incluly derdro del esauana

propussto Ya aue no 22 omuestran 1o mecardsnos cooperativos.

s astudiadoz durante ézte

cho de aue los fac
proyecta como 2l Ma®t §ibre, WMaATP v activadorezs  comno &l
LAY,  tenaan efecto: zimilare:s en la conservacidn de eneraia
e bacteriaz fotozgintétbicas, cloroplastos, E. coli v mitocon-
driaz, suwalere guae el mecanismno de cetiliziz de la ATRasn ez
un fendmerno gersral, argue la exizhencia de diversos paréamns-

brog de reaulacidn,  como 2o el eguiliberio ternocdindmico del

aradierte de protornes & través de la membrana, los ruacledti-

dos, =1 Pi, log cationesz divalenbtes, la ensrgizacidn de la
mambyrama, la proteina inkibicdora o laz diferentes subunidades
de la H*-ATFaza imcdican gue durante la svolucoldn ban ido



surAisrde estos pardmetros, bemiendo mayor o menor o eficienciz

e cada une de los sistemas bicléaicos.

>
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