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ABREVIATURAS

ADP Difosfato de adenosina.

ATP Trifosfato de adenosina.

BC1l Bacterioclorofila.

BSA Albumina de suero de bovino.

CCCP p-triclorometoxi carbonil-cianure-fenilhidrazona.

Cl Clorofila.

DCCD . Diciclohexil carboediimida.

2,6 DCP 2-6 Diclorofenol indofenol.

DEAE Dietil amino etil.

DTT Ditiotreitol.

kDTE Diticeritrol.

EDTA Acido etilén diamino tetracético.

EGTA Acido etilénglicel bis (  amino-etil-eter) ‘NN'
tetracético. »

fpm Fuerza protén motriz.

H~ Protén.

IDP Imidodifosfato.

FCCP p-trifluorometoxi carbonil-cianuro fenilhidrazona.

MalNET N-etil maleimida.

MDP Metileén difosfonato.

MOPS Acido morfolino propano sulfénico.

Km Micrémetro.

nm Nanémetro.

NBF-C1 4-cloro 3 nitrobenzo-trifluoruro.

PEP Fosfoenol piruvato.

Pi Fosfato.

>=pj Fosfato radioactivo.



PPi Pirofosfato inorganico.

PPiasa Pirofosfatasa.

rpm Revoluciones por minuto.

SDS Dodecil sulfato de scdioc.

TCA Acido tricloroacético.

Tris Tris (hidroximetil) amino metano.
UQie Ubiquinona 10.

UDP Uracil difosfato.

UTP Uracil trifosfato.



CAPITULO I.
INTRODUCCION
I.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA FOTGSINTESIS EN BACTERIAS.
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I.o HIFOTESIS DE LAS TRANSFORMACIONES ENERGETICAS EN

MEMBRANAS.
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FiHY ke 4 ATRA 0 Hp

Erodornde e es el rodmero de ramnos-iores de HY branzlocados

il
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oo 2l

Pz ol de ATF, Liz

b probde e la socuacidtn Tors LI més
gue vecborial (Nickolls, 3.
Dado e coide o er oreversible, la aocumdlacidrn de

zziz dael ATF ooy la

Erotones e el riog, pueds diriair la s

El  resultada ez 1=

oo L ar etk e el [m =3 =18

frariz ocasidm de protomes trae consigo la aseeracidon de oun

gradiente aldctrico o pobencial de menbrang (A&l) y ol poberpeial

SRS 3T wpragado como la diferencia de o la  concentracidn de

t-pHint) .

prrotores ApH (pH pardmetros =unados Forman

la  fusrza erotdn nobriz,  gue Po &8s mas aue la sxsprezidn deoun

potencial slectroguimice (Fig 3).
La axprasidh que daefine la fusrza protdemobeiz (Frm) sz
Ap = By - T AeH

"

Ern  dorde Aﬂ‘ @z &l pobencial electrico v "2 ApH" 22 wuna

de omiliveltios (V).

Enpresidn del pobencial 2 el
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Ap = Ay — ZApH

Membrana

Matriz Mirocéndrial

Exterior. 8 citoplasma bacteriano.

Figura 2.Esquema gensral de la  hipdtesis quimicsmdtice.

significs cszdena de transporte de elctrones.

1.z, LA ESTRUCTURA DEL PPL Y PROPIEDADES GENERALES.

La estructura del enlace -P-C-F- juegz un papel importants

en la bioleogiz, ya que &5 lz principel formz d= energis qu

imics

e los sistemss vivos. El pircofosfate inorgénice (PPi) ez el

compuesto mér simple gue cantizne ests estructurs . ELl pape

ne solc girve pare darle direccionzldidad & Pro
bigzinteticeos, zing también &g fuante d= ensrgis y fosfeter
diversas resccicnes meEtazbdlices.  por 1o gus hia  cochbrado
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de diversas  rgacciones biosicbdticas

tales comne 1l TeA ., RNA,  aminodoids e Dbk iy

lipidos, wrea.  dc STRFCD it Vao o omue sauchas  de

dutramtae mucha biempe

sar hidrolizado o las

©
e

citoplézmicas (FRiazaz). formiridose &

srmodindmica que impide 2] reverso de eztas

El congiderar =délo ezte pap

iy

1, ez mubestimar la fumcide odel PRI,

va que

ztarn diferaentez reportez ddncizsso I.3010) e dorcde 22 b

vigha gue &l FFPI ez fusnts de fozfabos v e

e medido la concsrtbracidn del PRI libes

cilulaz animales ¢ Gy y o osal. 1973 vy

cElulas vizaabalae (Rlack v ool bajo ool i e s

figioldaicas, 1o muwe muestra gue la comcenbraciden del PRI

1ol WT-Ta N o -} pegs arriba de  la corncenbracidm prediohs

@quilibric de la reaccidln de la FRiszs citoplidsmica, swairién

b

azi o ura perrbicipacidn mas compleia an el matabol i=smo,

wddice del A\ G de pkidrdlisiz del enlace PRI, nusshtran

que o ez posible descartarlo como donsdor e FREFELE Rar&

1

diztintas reacciomez meteabd] icas. Al regpacho 22 e nedidoe 1a
Elat-T=F - Vlibre e hidrdlizi=s de la rescciden, la  owsl ez omgy
parecida & la smreraia de Ridralizizs del =nlace gama del . ATF =6
auzenclia de cationes divalermtes, pero en presencia de cabiones el
AN R vidg lve meros megativo,  seto debkido s gue loz preocductos

Fidrélisiz del PRI om0 son suelacdoss baen fusrbemerdts come los

productoaz dael ATR (&l ADF guela méds fusrtenects al Mg gus &l

It

oz valoraes calculados po Flodgard v Fleraon an 1974 para



la hidrdlizizs dz2l FFL 2n o2l squilibrio en presencia de et da

X1\ B T S

mbl e Fusrra idmios v opH dae T4, From o

400 Faoexl Smel. FozEo BN nsZernola O valor Ffug oe -S4

copnmardarais oon 1o puabl bonde Lawsane

saloularor wns emacrgin Tibee de hideslizis

teslE e Tl

@i Rt Ma®c, 1o e de nusva

oE suglere gus Po 2o postbhile elimicse sl PRI come fuente  de

I.3. L.REACCIONES DONDE PARTICIPA EL PRI COMQ FUENTE DE FOSFATOS Y
ENERZIA EN SISTEMAS SOLUBRLES.

o, 13773 Remvas v ool 1976

Bla

za proporee &l PRL como Fusnte de
Fozfabtoz v de arergizn et difarentes ziztenas solubklas.
Al respecto 2e bha erconbtradoe uns fructoriness derperdiente de

FRi e FPropiomifbeucterivum shermani -~ 2n Entamosbs bysbolitics

(Reaves vy ool 12747 v en btejidoz de plarbaz superiovres, la cusl

fFructuosza &-F + PP e Fructusza 1-& Jdifosfato,

2l ATF para la fosforilacidrm de la

i
3
T
—
o
]
a

L:5ia) dovetde ) fors
fructiuoss &~F,

Erm los  mizmos orgacismss g2 ha o etconbads wa Fivruvato

m

fozfato dicinaza, gue catalizs la siguwients reaccidn :

Fozfoarol piruavate + AMFP + PR ——» Fituvato + ATFR + Pi

& eztx  enzima la clagifics coms wn dicinass. porgues e el
zarttido - irmverso  (der., & i9z.) fosforila tanto al siruvebo como

&l Tosfata,

Tatrk e Propiomobacterium shermaegl cons | @n
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urx aarb hramefaraza, ta - ouwl

Fozmolplruvaho

o dity =imilar it &

zpto que 2l FRL reemplaca &l ATF =omo danacor

plarmtas desds hace trez décadsz (Czrmzl y ool.,
LLF-~Elucoza + PP e gluzmosa 1-F + LUTP.

o esha dltima méz la participacids de la fruckooinasa

(=131 azbudics de  bejidos veosth

BRCHF TR, P 2ide pozible plachese  uma suseva via de zsintesiz de

law zacorosa . @ través de wma anzims regwladora de la eglucdlizizs

(Carmal v ool 1973).

reduchoras el =i4) Fato pa =0 S

zown capaces de wbilizae =1 PPD ocone fusnbe de

arer3ia &n wn medio oo corcentraciones definidazs de  warbono
v acehato iy ool L1922 por medic de  laz  ziauientes
Cprmaislorees acopladaa H

La ATF zul furilaza produscs PRI

ATF + SDa=- - AFS + PRy

La  wmhgrsia o del emlace s comzervada por la reacoidn catalizada

o

par la fozfobransferaszs depsndients del PRI (Wood vy ocol., 1376) 2
Acebato + FPL ---

ol la acetato cinaza

y  fimglments el ATF

ADF 4+ Acebil-F o --»
Ery diversoz edcarionhbez aus producen aocetato, propiomsbo v
Butirats =e pressemtas la siguients reacoeidr catalizada por la

Aot i

i1-CafA =imbetazs,. en donde se oo rva parte de la ensrgia de
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Fridrélaiziz dal ATF. emn wr erlace de PR

ATF + Acilatao +

AFF o+ FFD O+ Acil-0oA,

Ei Formpiarlbs

shermani EA [4E) vizto LAPTE

fosfobranfarasa

+ i

la  reaazoide de hidrdlisis parae fosforilar la
EEIIME, Ve gue &l AY-ETI bidrdliziz ms de& -6.7 Feoal/ mal (Resves

v omnle s 1978),

I.4. FIROFNSFATASA. PROPIEDADES GENERALES.

Las Pirofozfahas

=0l arEinsgs gue ze emcaraan de Bideelizar
Ta wmide  fozfoanbidirs del PRI incrgdenicoo,  de acuerdo. con la

slagisnte razccidn I

PR+ Hall wee———y  2F1,

S ozoroee 1a stencia oJde dos tipoz de FRiasas @

z) PPimza Citoplidsmica.

srrcuertra ey 2l citoplasma de las célulaz v == hia

purificado ode diferantes orgamisnos, 1o gus he permnitido ‘uuorﬁ

a@laumos aErpecztos de ozuw esbrochura y o de EUE propiedades

cataliticas (O 2T =N 1322 vy Barry vy Dumaway -Maor dar,
Azimizms =8 comocan dos bipos de PRisza citopldczmnicaz: W&

actividad dptina smn o medic dcicdo v obtra con aobividad

madic alcalino,

e FFiaza citoplidzmica e ha estudiads

lavaeiara, y e zabe que ez uRa shzins dimdrics
icErticas), lan cual reaquis=sre de tras cabtiones

prazentar actividad., Uno de los cationes ss acomplais oo el PRI



parea Formar &l compleis de bkidedl

LIV 3

e Tornd cercansa al sitils activo oono oofaotores

Pghi,  BH.W. ¥

Erv mmreral, se e vis (IR et lomes adilvalermh

reaulan zu actividad (Ridlicgbon v Bublar,

En la FFI

FT L (NP R=Tul Rt}

cabions (B lmmme oy G

Las reaccionss parciales de la snzima zom: la bBidrdlisizs del

PFi. 21 recambis  del ocxigenc Pi-HoD oy 2l recambico  PRI-D9RQ

(Dooparmats . 1
b FPPiasas DE MEMBRANA

o

la PFiaza de membrana fus s cubierts por Balt

ool omk 1REE, em lozE oromatdforos de la o bkacheriz Fobosimbébics

e rubrum . Esta enzima no solo aliza la Bldrdlisis del FRI

zino bamkidn zu sinbtaesiz, al wbilizar la ensradia proveriesstse del

tramsporte de electrores.

v

Se ha encontrado la PRUasa de membrans en obraz 3 espaciss

viridis se  reporhd

raduczidn del sucoineto e léa csouridad ocon PRL ocomo fuente  de

areraia ( Jores vy Sannders, 12 H a2t Rhodobacker palustiriz

W
i

vidad de tramehidroasmeacidn debida al PP (Sohwarn

.

demostrd  ach

Yy  Eolas 13867 e cromataforos de Chpomgtiun b s Be ha

oheervado wn cambdn electrocrdmicn del aspectro da absorcidn del
waroteron, inducide por la Ridedliziz del PRI (Ev=fF oy azol,

1979) .

e mamnbrara acoplada & la cadsima de

Lianzpoirte e e lact rorzs et mibocorndrias cliz CRETL EMCE

Feztardbrofoz zomo lavadura ( Marsurava vy oool., 1975 Ty

mitocondriazs de hdigado y corazds de ores ( Volk vy oool., 19E2) . En

24



Zloropl ®

e repaarbado

erpzia e luz, En cizrbas

L= Ta Tl ST E ol o

ek &b, < N T, 1o uE EE e

ooy Taredmencs de Lrarnspor

g AN Tb ¥ -1

muzbizes

S GEITL BT o [=2e S N R N = vy eshodic i los

mEcani Enns que resdlan vy su papael e lax cdlula.

Sz

var et la kabla 1,

o
i
-
as
in
o
n

arr di Ferentes argani=m

by
i



Tabkla 1. Iriztribucids
i farant

1

Lathi

TITOFLASMICA

anhividad de pivrofozfat

e

h

Tesnacta

MERERSRNAL

Fotozimbéticas

Bacteriaz

Ery toddoz loz zicshemaz
Pusrguara No zsulforozaz vy
Sl furos
Mitocomcdeias de levadura:
Erpdomnymms  maea, .
Higado v Cors ) e res,
Cloroplasztos.
Tewwplaste 2dlo kidralitica

Bacterias Purpuraz No sul furozas

Rhodopseuwdononas aelat

Menbo-amad Citoplazmica

irzEa

Rhodobacter sphaoroides i
P =1 =i

Bhmdobacher palustrizs

viridiz

b

Rhocl

Rhdosepivil Iun rubem

[

W

b



I.4.1. FPIROFOSFATASA DE MEMERANA DE Bhodospirillum rubic-un

osintdbica no =2ulfuroza R _rubrun corhienes

lg  beacteria  fo

laz  doaz  Lipoz de PPiazs:s mermcionadae. Elamms v Guesh ee

371

del 200 de la schividad de

kAT O s m&

S Espneels

s la citoplésmica.

La FRiaza de membrama ode R, o m o 5o lo hidroliza &1l PRI,

iy Lambidn lo zintebize oo la emerzis derivads de la cadera de

transporte e asrerada por la luz. Azimizmng se

b areontrado aohividad  de PRI 2 mamk&n

Fo  rubrum

crecidaz em cordicicres respiraborias en la asEzuridad (Romero v

La FPiasa =22 wa amsins pnuy peracida a la ATPaza, =]

i
i)

zemtidn  ogus e encargas de Rddrelizesr la oarddey Fosfoarbididere del

@i lace fosfodidster, por lo gus se pansd an alodn hienpe gue Sra
WAL reassldn parciad la ATFaza, oo=e evideroid que 230 LUR&

arzimng diferente por laz siguierbes prushaz:

i MEenE a oliogomicing (Balteoheffaiy v ool

- lLa FFPiaza

1
w
-

1967) a diferencia de la ATPaza gus FiEible & oligomiciv.

~ Figher v Guilloiry en 1963 lozraron separar felechivamaobs  la

actividad de ATPaszsa o de FRiaza con imbikidores cificos,

macheriendn intacta una de laz a . oot clorura e lTitio
200 gue inkdibe 2 la ATRaza o com 301X de bubanal gue inhdbe a la

FRiaza. De

ll'

esta mansra se concluydg Qe son cdos sistenss
arzimaticos  diferentes  acoplados al potercial slectroguinico de
b 2 rE

= Jobaeeon &R 13735, irbiteid la achividad de H+-ATPasa oo
anticusrpos nonoespecificos, zin inkibir la actividad de FRiaza.

- Eri cromatéforoz de R rybewm gus conbienen actividad tenbo o de

|
:




ATFare como de FFiga, se damosiréd por Feicter y Minton en 1977
la sintesis de ATP debide & la formacién de un  potenciz)
trarncemenbranel durante le hidrélisis del FPi; per este rezén no
se encontre el fosfeto mercado del =3FRPi en &l ATP.

De ests meneras e cancluyd, que son dos sistemss encimédticos
diferentes, acoplados 21 potencial electroguimico de membrana.

Al respecto de lz actividad hidrolitice de 1la FPPizsa de

membrana de la bacterie fotosintética R.rubrum, se sebe que esté

acopleda & muchos procesos depsndientes de ensrgia tzles como:
le reveress de trahsporte de electrones (Baltscheffsky y col.,
1968) ; formacién de porencizl reflejadce en un corrimiento
electrocrépico del espectro de abeorcidn del carotenco
(Baltcheffsky vy col., 1962 ); 2lcalinizacién del espzacio externo
del cromatéfore (Moyle v col., 1976 ); el trensporte de diones
(IJsaev y col.. 1870); lzg reascciones de trenchidrogenzcién
(Reister vy Yike, 196€7) 1l formzcién de ATP como concukncie de le
formaciébn de un potencizl de membrana (Keister y Minton, 1971)

(fig 4). oxiduci6bn del &« reduccibn del
- citocrome C, ————7 citocromo b

Reduccibndel NAD® Cambio en el Espectro de
dependiente del absorci6n del caroteno.

succinato. ' /
y PPiasa

T hid nass a——— > AT S,
ranshidrogena Z\):H P

Pi

ATPasz
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svicherol s

o

nozhirErorn guie e emzims Jue cataliza N
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TEE RN LN R

La FFizsa de menbraes de B

[t

e parciales: atMHidedlis

1 FRi

o) Imbarcambzio F1-FPPis ) Imbarcamtyio Fi-H

raacoiones oe: drdtercamtiio Be o sido muy Gtil, poraue e permiticdo

el Tt ztrmediong de la achividad os

los  pa
Midrdlizis del FRi.
a)Actividad de PPiasa

Comtpn e kg visho, la smergia oa kidrdliziz d=l PRI pueds

PRl @

a
i
i

wtilizarss en Jdifarer ciorezs depstdl e

7R =4

La hidrélizis del PRI reguisrs del cabkidm divalenhbe  Mg=t,

farmto rara formar el comnpleio de hidedlizis, mamo pEara achivar a

la emzima (Rardhall,

Eztudioz de Celiz v Romero

catiormes divalemtes vy da los pro lae  actividad - d=

PRiazg v o= intercamkic Pi-FFRiQ imdican gus =] INFY a bajas
coremartraciores (merores que 21 Ma®) L ez boen zuszhitubo del Mg®©e

en la hidrélisiz, mismtras que obros divalentes como el

[T D Y M substituver &l MY ar la hidrélizis.

Azimismo, @ prezsncia del substrato (Ma-FFRL), oz cationaes

divalamtes libres son imhibidorss en a2l siguiar

Min=* o Car

L= e plg=r,
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misrtras qua 1oz de
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it &

esthi

Myran, F. v ool
actividad de FPiaza an
Azl zustrato cono &l

(IDFEY vy 2l anbibidtico

atores v Rardbal an

aruEos ~5H, = YEE,

apae 1oz

imEpor

tErnlr anEd

actividad

meh i lamdi fos

wha

la reacidn de hidedlizizs e el oromatdfors
e T, mientras aus =l pH o debing somiera 1z
Fi-FFi 7.0 Az imizmno B vizth
alvio Jde g pars la rescoider o

A oal Py e

et Kl chiva lanh

Fratennss

arte a2rn laz modulaciones

Cindticas

e

=5

FFRigza rmo inkdibida por  la nl1qnm1x1hm

la ATF=

ol simo gue,  por 2]l comtraeio.

che ki

wromackd o TN

E-cta puecs explicads  porgue la

vk

S cromatafors de o la

ez inas P poberisial

EFIE .

iz irhiked da [=Tw1 la

da - (DGO,

sto {Fi), v arsanaho,

azacoplamtas (gqua oolapsan @l pobencial

talex aramiciding, Z-&6 odiclora

s} ¢ ot

dimitrofenal

4 DNFY . oA iding

)

B

-
1
o

(Baltschaeffshky v =ol. Y

pulzl icarom mue el FOOF esstimula la

cromatédforos,  miasptraz aue loz andlooos

Fato (MDF) ., imidodi fosfabo

=]l

Dric-2

imbibitorios. miznos

SO

1979, coinciden sm gue loaz reactivoz  de
infidticide a 6= O, misntraz oue & 30° 0O,
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confornasionales  deparcisnt

I mpe patnitiria

YR Rl Nel W I}

grapns -SH e e

Mizhilbswea

(O b =4 R

= il

Fr o geninulan la actividad de FPRizza.

iz menbrata, al

igual que la ATFaza.

s e ing e

atde de o = lipd dos
la membrana,  va  ous ads la accidn de la

activiced dizminuye v &l

S
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QT T.

za racornstibuys la actividad (Klamme v Gusst
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Lo Sintesis del FPi.
La =intesis del FFL oze lleve & cabo en comdiciomss de

—;—

iluminacidm vy

ambnidnn requisre Jde Mafls para la  actividad,  La
cllgomiciva e inkdbes. Zirn e por 2] coebrardic eztimgla. Bajo

vl oA o Pu]

il

acoplarbes cor FOOP v valimomicing v oan | pres =i

che luz, tambidn ze inkibe la =zinmbtasiz. La embimicing . banbidén ez

ki i den, yva que inkibe =21 tramzsports de slaectrones. Adaemds en

presencia de NaF 10 npM za 1mh1b~ totalment

&
n
—

g2 zimbezis (Nyraen y

Giillory v Fisher (1972), ssztudiaron la dependencia de las

irrhens i dade luminozsas  Fpara la simteziz del ATP v del PRI

arcortbrardo velool

wimas de zirtesiz de PFPLI a inbenzidadesz
lumincsEas menores que laz regqueridas para =1 ATE. El H  dptimo

rara esta ectividad a=s de 7.3 .

aer@earon potereciales sléchrioos oo el
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oz oromabdforas de

fon BT AY YL v aradiertes de erobo

R raabeun. loorando Taz FRL oy ddel ATR, o va sws los
s Foros oot anen Lt ]

W

e Ly e o S diferantes laz  cantidadss a1

translocados para formar ATF o

hiveE o D= T W de darze Ia

el ATF a diferemcia de la FRiaza aus con bajoz e

membeansa (respecto a la ATRass) s capas de sinta

La =inteziz del PRI oy del ATF. ubilizan el potanciald

glachroguinice aenerads S la cadena brarieporte oe alectromes

puede dnducir el tramsporbte revarzo de

va gue aen la asouridaed

elactirarmes,  va  2ea oo ATE o oo PRI, Erovocardns 1a oxidacide

izl mitocromns raducoiden del ol toorono b

=) Intercanmbio Pi-FPPIL.
La  achtividad del irntercanbico o PLopor 2l PPiL.prasenha el
misms pH o dpbime que rara la actividad de sintesizs (7.5 ,va  gue de

e, ashte  tipo de inbercanbio 23 ume resccidrn parcial de la

iz, Ezta actividad fue descubderts por sisher v Mirdon er

-
i
~4
iy
Y]

loe cromabdforss de R pubeun.

Lo resocoldn ze inbiibe o oplantes de la fosforilacidem

talas como el pebtricloromes carkorii L-cd arro- Farnd Thiidreasona

(COOP)Y v el armbtibidbicn S-132. v ze sstimula por oligonicing.  Se
irbibe por adicidn de ADF.  Ezka inhibicidn ez slininada i =e

vateas oligomicing (Baltsocheffzhky, 1

1]

oz protoames v los catiome:s divalerntes ajsrosn wun Fapel
modulador e las propisdades catalitices de ls ehzima (Caelis v

Roamz . 1927), .ya 9wz 21l pH xfacta la En para 21 Fi oy para sl

wl
X



Ma=*c, Azimizmo los cabionas divalant

o @l MeE oy g

substitubos del M

actividad abberida oor

[

TrEe

o oEore sahetitubos del Mot oan la

For obro lado

Loz regueriniasshos de Mo sfaedids 2 la reacscidn So0 mayo

e

rara la activided hidrolitica (Delis vy ool.,

Loz mizmos

aubores =wgieren gue 2l zustrabto pars

oAbl e
el MaHFOL. con wee Km ode L5 oM. S8 ke vishto gue para la ackividad

de  racanbic =]l MR libre

@z importarcha,

Yy o aus  probablams

JubEgs o papel activador de

D Imbarmambide PL~Ha0,
Loz cromatdforozs oe R, rtbeam . catalizan wma  rapida

agotividad de recambic d2l oxigens del piroefosfato por el

T

1 amaua, =& rasccidr a2z inbibida por inbidibodd

2 la FRiasa

chz  mamnbrans. cono el Floorwrs vy @l petilandi Fosfabto (Harvey v

1. Ezta reaccide se consideca una reaccide perrcial de

law hicdrélis del FPI. El owmigemno receambiads @n auwsencis cde pallg

afadido ez bejo v =6 reguiers wnd relacidn Mallz: P de 0.8 para

aloanzear  laz  velocidades Aptimaz, Haurwvey v

1)

wtilizands inkhibidores azpecificos

gt ivicdsd

i

nizoehraron gues

de irte

cambric = lx bacteria fotosinhétice R, o ru

exmclusivamente & la PRiasa mambranal, & pezear de gue s ATFaz®
tisne 21 pobermclal soficients: para llevar a cabo eshta reaccide.

£l desacoplants O

Fo  mm pragenta wm gran s Zobre  1a

rEaccidr, por lo que podria swoerires gue el inbtercanbico Pi-Hel

T

Mo depende de  wn gradismte o prohories. Ezto  par

l
i)

apoyado por 2l hechmvde guiee la luz me osztimala 2] recambdo.




1.4..2, PURIFICACION Y PROPIEDALMES DE LA FFiasa DE MEMBRANA DE
R. tubwum.

La FFRiaza de  menbraces Fuos

(U5-3)  por Rao

sodabd Tigd

utilizardo colato  de sodio en pari ficd

parrcialmenbe oo pracipiteacionzs oon EeeTets 3 3
cromatografia = Bio-Gel A LSl ash) . FR =T T A L&

praparacidn 10 vaoes més purificada oom et For o
L& e dma purificada reqguiere fozfolipidos R E 1

actividad, ez epecifica para 1 PPI v

Nyram  y ool (1¢

43, part Filoaran la R B IR

anddm st (2 vecss médz purificada al  cromabdfoeond .,

La enzima 2o scolubilizd corn Tritom H-100, e conbicnsesidn altoz

comtenidog de Mo®Y oy sbilemlical v ose purificd con ung colunne

e Midirosiapatita. La FPRiaza de menbracs &2 uns =rE e

depandiante dz fozfoipidoz yva aua la adicidn de dztos, @it &

s achtividad emowy 400, Durante el pro solutzilizacider el

la  =nzima

Ma=" - mz  importarhe para maetensr 1

{(pusds almacensrss  durarmbs &0 m & =70 momservando =y

actividad) . El  Femcho dg e =1 ch Zoluind b Siden raaulers

iz altaz conmcertraciorss de ebileamalicol nos indica que g

zrzing albamante hidrofdbica.

La eztimulacidfr de la kidedliziz dal S0% debida &l FOCOR,

dezaporacs @7 la enzims purificadsa, &l daual oy

T

LCCh gque se observa @ 2l cromabdforo dezaperrecs (guizds =es un
efacto dabids s la prezencia del  deberosnbel. La  erzima

purificada =22 inzerzikble & oligomicine v oes inhibdda peor el

[
S



Fluoeurs, =1 IDF, =1 ML, D1

v Nesbilmalesinida,

La  N-stilmaleimida tambidgn irbib zoachividad de 1z erming

purificada &l dau aue & el ook s G LT R ED
depardl emte de va oouwe & DT ]

TR &

gy pedguefa la inbidbkdcide, por 1o aguse podria

ZporEr e wn Cambio confornacional deperdiente de tenparabturs el

porpe ciertos SH importanbes para la  actividad

cabrlitica (Nyran v For obra parte el NBF-C1 inbibe

N R IR =3 af allnd

andiante de la banperatura, fon oz &

iongs guinicas e los residucs de btirosins

Come la encimna zolubdlizada pilerds su zensibilidad &1 0 Yy

a loz dezsacoplatbes, padiria penzarse 3us btanbddn podria paercdese

lae sctividad de bDombeos de

Shakay vy ool (@]

reconshituyeron la padificads & lipozanas v abservarom

ez la adicidm aztinula la achividad tidrelitica z2n 21

lipozoma, zdimilar & 1o gue oourre an el Sromahaforo. Azimisms la s

actividad Midrolitica ze 2

"

timala ouarnds la memnbrana del liposons

e la valimomicima. Tambidn

1= ohEervaran dmul adores iz lx rilmeErioins

Cinbercantiador Na~kE) . shsarvasiones, refusrzan aus la
FPiass de  mambeana ez una enzinma traczlocadors de probonszs

amoplada & la wbilizacidik o de ue pokencial de

menbrara sl lawal gue la ATF

La bomba de  probone:s de  la FRiasa de nenbrana Frim

racomsbituida e liposomas, 1o que =e wtilizd para srerdizar 1
mambrana  del  liposoma por la kidralis del PRI, com 1o gue ze




Adicibn Conc. Actividad de PPiasa.

( % del control).

PPiasa de membrana . Purificada.
FCCP ; 1.5aM 150 100
DCCP (0°C) 100 M 30 97
Na F 5 mM 83 ‘32
10 mM 64 1
20 mM 45 4
Metilen Difosfo- 0.1 mM 84 : 64
nato. 0.2 mM 74 ) 36
Imidodifosfato 0.1 mM 48 c 24
0.2 mM 34 12
NBE-C1 (0°C) 0.25mM 33 23
0.5 mM 18 7
NBE-C1 (30°C) 0.25mM 82 .12
0.5 mM 61 1
N-metilmaleimida 1.0 mM 30 20
(0°C) 2.0 oM 13 .13
N-metilmaleimida 1.0 nM 99 ' 84
(30°C) 2.0 mM 85 } .76
Dio-9 (0°C) 15.0 g/ml 80 40
30.0 g/ml 60 _ 30

<+ Efecto de diferentes ihibidores sobre la actividad de
PPiasa de membrana en cromat6foros y la enzima purificada. To-

mado de Nyren y: Baltscheffsky (1984).

e



Tabla 2. Efecto de diferentes inhibidores sobre la ectividad de
PPizsa de membrana en crometdéforos y en la enzima

purificada. Tomado de Nyren y Balstcheffsky (1984).

Adicidn Conc. ) Actividad de PPiasa.

( % del control).

PPiasa de membrana . Purificada..
FCCP : 1.5 uM 150 100
DCCP (0°C) 100 uM 30 97
Na F 5 mM 83 32
10 oM 64 11
20 mM 45 B
Metilen Difosfo- 0.1 mM 84 64
nato. . 0.2 mM 74 ‘ ; 36
Imidodifosfato 0.3 mM 48 24
0.2 mM" 34 12
NBF-C1 (0°C) 0, 25mM 33 23
0.5 mM 18 7
NBE-C1 (30°C) 0.25mM 82 S 12
0.5 mM 61 1
N-metilmaleimida 1.0 mM 30 20
(0°C) 2.0 mM 13 13
N-metilmaleimida 1.0 mM 99 oo 84
(30°c) 2.0 mM 85 76 .
Dio-9 (0°C) . 15,0 g/ml 80 , 40

30.0 g/ml 60 30



la aotivided de bombeo  de

STP&

de 1

Fof,  de

Ry rubpam (B

P aEin Yy ool {13 e arcn FRiasa de  menbkeans

pur i fFicad

=1 LIGE ek SriE Ve

@

arootrhdc que la kRildedlizizs d=l PR o sirve para generar uden
pokersisl &léchrico de 1% milivaltios (V). aue raeguieres de Molls

y omaue @22 irbiabida por Flooraro, SRR Do =D Ll K1 W K
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I.5. ASFECTOS CINETICOS DE LAS PIROFDSFATASAS

la amchividad de la

[ni-A

FFriz VE citopldmics TRz = LIPS
heperders & loz cationes divalenbes,  va aus @ Ba oo v Edi

gue 2]l Ma® libre sjercse doz papslez: wis donde 22 zconpleja con

w]l  FFi mara dar el verdaders sustrats (Mo-FPid): vy oobre domds

cide (Lathi, 13

(XS BRI S S ud K UeTs

gz el PRI

ceascidr ya gue s pega 21 zitio schivo

(Butler v ool., 1371

y oola s

del comnpls

urma aran divergsr

ez zustrato para la e irbiibddor de la reacoidn.

7)Y ercuanbra en la

Heorr v ooal., o witopldemica dae bdigado

de rats um o2 aloztérico debido al Ma® likvre. Por obra pachs

Klaemms v Guest (1971) wrn FRiasa oitoplésmi

ECidEn e & uma cimdbice dezcrita por uma ourva  siamodde, R
Aol @1 aumatts de la relacide Mo/FRD cambia 2l comportamiaerda

cimdgbico da curvas zigmoidszs a curvas hiperbdlicaz.

RapoEort vy col, (1977) ., resxlizararn um andlisiz cimddis [u [
la actividad de la FRiasa citoplidzmice de lavaduras rara 211lo se
valen del amdliziz  de . Lovedor y Shesc o (L7310 P& & Er il mas
activadas por mebales. Er ezste modelo, a2l Ma®* libre s ezencial
para la reaccidn ., an especial para la unicon del sustrato a1l

Elgr eI EW

El andlizisz de la reaccidn ez un tambo conplejo ya que el

!

modelo aemeral ez =l siguisrbe (Rapoport vy oool., 19770




El modelo considers todos los equilibrios pozibles entre el
sustrato, la enzima vy el Mg=* libre, en donde se aprecian cinco
complejos (enzima-sustrato-mstal) faectibles de presentar
actividad de hidrélisis: 1) EMg:Péi; 2) MgEMg=PPi; 3) EMgPPi; 4)
MgEMgFPi; 5) MgEPFi.

Debido & 1la compleiidad de un andlisis & partir de este
modelo (Rapoport y col., 1973), s=e obtuvieron submadelos, los
cuales fusron comnparados con la actividad obtenidd

experimentalmente con base a3 tratazmientos estadisticos, en donde

o

el modele que méis se correlacioné con los datos experimentales

ol

& un

pa z cindtica donde intervienen trec especies es un submodelo

del gue involucra cuatro especies vy asi sucesivamente. El modelo

més sinmple obtenido es el siguiente (Repoport vy col., 1973):
EMg&———% MgEMgPPif=—j MgE + MGT* i+ 2P:i

En donde =e concluys que e necezariz 1z unidén d=l He=

1
(=0
o
1.
1
W
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El

zigauisnbe

A
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Feaais i,

oz,

T 1FEE

Ezcharichia coli. en

=1 Mo-FFRL sea

e

217 1T

andliziz cindbioo

LA

[t} = [ PRt 1 prazerha

e el librs a la =nzina, oEl

la

RS suztaratar animizng EFi

mierbras gus el MalPPi v el

raaccidn, . Bl omodelo en ]

otz

adecyacide oo log Albacdos

i

modele Fue sropussho por Moe vy Bubler

MaERF

TS MEEMaRRL T MEE ¢ MaR e 2

Fi

0 .
MaEMg e S MaE + ZMa™* + 2R

mhre mondsla

[Shg=I=T8 para la  achbivided

dords &1 Pa®Y

eaes b,

—
ot

aztivador

y =1 FF1 libre
Rardad ]

cle

lae FRiaza

modelo gensral de

E

matal .

1y El Ma=+ fiam

patrte del compleio

) El PPi &2z capaz

SR

rEEmT i G,

TE) prnparee
e menk s
Looticloa
rreeda o

@ coz papalazs

o pureds dezcartar un papel dsl Mg®e

Er este modaelo 2l zustrabo =1

=1

imbidioicdor de la reacocidn.

Ly e Lo it

==}

R.

Y
LS R=1L T
LI activador

Dentondd {1 D]

y ot

=[]

bicdrdlis (Ma-FFi).

de umirse a la enzima vorg ez
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e encuentea et formes aconmplaiada corm a1 plog=e,
3y Le o omnmima tiens o Cio mohivador oy obro pars el

El modeln e= siguiente (Randahl, 127%);

M

- Vv
T e —

)
‘ MLfPPi
/
b

, EFPLTTITTTITTIL
’

Mak PR
d

CEba-FEi % s

o g P
r'd

Ay divergencias an

el aten

gotividad da manbicane, por Lo gue ez

cort e caractterizacidt de la PRPiass de manbranas

ol oo menTarismos gue reaulan esta actividad.

o papslas moduladores

zuztbrato.

n ]
?\QAUGCs

FPi

Ma-FFi

i
imptante
fir

con el



I.6. OBJETIVOS.

Leae PRiaza cle membe ams [ige{ Wt T [ B £ T D Vi

thet]

irterds  en =1 gl ez
sErdie @n los DErEE Yivods por DuE Lrnd 13 fe la ATFaza v

2 participacidr dertro oe Jif

L1la que la ATFaza tarit

La  FFiasa &z uma erczlns mazs

astpructuralnerts o el Lo aus & S0 NV =Tk T [ W Tk 8

refiara. por T gue results wn bosn models de ssbudic de loz

procesos de tramsformacisn ode

wdion previos

cab o

ol Cazliz

divalertes v los proton idrolitica v de

Jdrtercantis FRI-FPL de la gt

Flogospiri 1lum  rubrum. For btales ce dmporbarte

caraﬁterizar dezds: el punbs de loz azpec L
regulam la ackividad hideslibica av sepecial logs  =ziguisnhes
srmtios s

“Diferanciar los efectoz producidos por 1oz metalaezs likeres (oomo
=) FeFry v el sustrabo MgeFPi. de ted suwerts que  podamnos

ezclarecer el mecanismes del  efecto activador vy o conooer . el

wonportaniants de la enzina Frevbte sl sustrato,

=51 mg logra Jdiferenciar los efe g Iow mehales libres y del

sushrato, =ze obtendrde pardonstros cindt s v Ze eshydiard lasz

moeddl sz iorzs gue ejercan 1o mnismnos.

~SGalubilizar  la amzims en et cenn o2l Fim de  conocer =i

=11,
dueds la membrans wun papel an o la cindhbica de la FRiass.

~Inveshiqar sobre la existascis de wn =itic

divalamtes difersnte del sitio sctiveo y zu papsl

e




a
o
—
n

FPiazm.

~Disarmiv la pozibilidad de o Dden axplicar

2l comportamietts de la ersims oo oheo on

~Dvdagar =l papal  gue juzs:en o cstion

m

comer =) TR oy o2l e

. zoinre la ackividad bHidrolitica

FPrRiaza com 2l swushrato Ma-PRLI, barmbo I cromatdfors coms er el

zolulilizado, oo o2l Fim comocetr alawes aspaectos del mecarizmes

de la reacoidn.



CAPITULO II.
MATERIALES Y METODOS
II.Y. CRECIMIEMNTD DE BACTERIAS
Sa ubilizd la cepa zilvestra  de la bacterisa fotosintética

Bhodoseivillun cubrue @ bados loz sxperimenhos, e cepa za

clvbive del Dr A, Crovbs, de la umiversidad Beishol UL
IT.1.1. MEDIOS DE CLLTIVO

Loz aultivos de ezta bacteria =& oreciecor en nadio sédlido 'y
1iguicio

ag)Mzdio zdlido |

Eri wrm volumer fimal de Lo litro se diswelven:

Ewttracto de Levardilra, e s e aissaarasnsnnanurrsnnnesaee st 3

Faphorma d8 g2 lahiliEe e v e s e cnnesaavus v urananuansesnsc o

El medic fus szterilizedc en el aukoclave duratte 15 mic an

frazoos de tapa con & ohe 1% & 20 wml e velumarn, ootrbendendo

soalaments 10 ml de medio.

) Medio 1{aguido
Sz [ST=1=2-N ] el medic  liguide an bkease &l método rha
Cober-Bazire vy col, ( 1237 ), 2l ocwal =2z ouna moedificacides deld
propuesto por Hueber (13500 .
La preparacidn del maedio reguirid de laz siguientes solusiormes:
1) Baze conmcertrada, W volumen de 201 conbiane:
B o O 0 O 1 B~

= B s

L e = Sy A |
(NH.a ) wMiooDngd ol s e vis s w ns e« Do 185 3

P

L T O B L

44



S ducide de Matales 4400 .00 L OO ml

Solucidrn de Mztalas "44Y, Lz zoluzidn de metaleszs 44" gue Ze

B o O, N AT
MESe e i vevsaenanavavusrnannnssxslsBd g

L e o VR AP A~

O O B |- e

B N N A~

lLa solucidn 22 afora & 1 1 de agua deztilada v ==

m
[
i
o+
I
iy
—
’Z‘
T

@ &GS,
TiYEHPOL 136,02 g9 para a 1 1 de agua deskilada. se ajuskta =1

iidi) Acidn  succirico, 100 3 para Ll de  saua destilada, s=

iv) NHa) S0, 100 g para 1 1 de  agua destiladsa.
v) Nzl S0, g9 parg 1 1 de aaus destilads.
vi) Acido L-glutdmico, 25 a2 para 290 ml de aouz deztilada.

deshilada vy =

wm
g
=

vii) Acido L-aspédrtico, S g para 250 ml de

ajusta =1 pH & &3

Finalmente =1 mediso ligquido oormbtigrms por cada 12,3 1, las

1]

cantidades siguientes de las solucicomes menciomadas:

8

1) Baze Corcerbraudse. o o cveconienesas 250 ml

4%



11) EHaPn, : 2S00 m)

D P L I I I R R A R aVEen L L

T11) AZIAdY ST irliTm. c e r ke e v e e e 2F0 M)

i) NHa b a0

e e i s e sy

R 20 2 Y- L
vi) Acido L-glubdmico. . s e e cunvonnawzm ol

vii) Acido L-asprfirtict s navsenosnnneasm ml

b e gelabkima. ., [ Q-1

«
.

Acido Nl i T v s e n s v v nnnm e

=11 - Y e

i) Blokir@. s e e e s v enansnaan

125 ma

El medic == adjuzhbd & wun pH e £.8 vy ze asterilizd an el
autoclave  duramte 43 mimuhboszs. Cuardo =] medic ezstd calismtse  sa

m
—

farma win precipitads que se disuslve a benperatura ambiests .

medio ez bramslacido v ode own ooolor amarillo olaro,

IT.1.Z2. SIEMBRA DE BACTERIAS.
L.az  bacterias  fusron sembeadas en placee en dndoulos nuy
diluwidos para formar ocolomias sencillaz. S bomd wne pueztra del

irdeulo para s senbrarlazs por purcide oen frasooz corm meadic =sdlido.

Fosteriormer e incubaron uurarfe YE brs emn la obscyrided para

gue el ocraecimiento respiratoric de las bacheriaz consuna o 21

iormerte g usistrorn & fooos con Filamesto de

turgsters de 40 wabkts colocadasz a 30 com de diztancia ds los

frazocos a whs bemoarabura ode 30 =0,

Lma vesz Formads sl cultive bajo comdiciomes fobozishéticasz
wehte  puyads conservarse  viabls para resiembez durants vario
MEs e, la mbherocion de gramdés carkidades de hacheria e realiza

i cultivozs liguidos de la ziguwisnte manaers:s



e medic s=dlidn oy

T armesthe

FporEr & la luzs & dimacdaments e obblens

2l cultive fi

zimtdtico, el cual ze vaoiza an ms e 100 oml
oo medic liguido, agregaedn la suficisnts cantidad mara mo mojare

=1 tapon de twle esteril, pero dejancic s menor cantidad de  Oo

posilla. repite de muevo 2]l ciclo curidad- luz indica

b =TT Lt cultivo e st o lores vsimbdticas.,

procedimisnts sz repite transladaemds 2l oultiveo & wns
1 vy posteriornante & uno de 9 1.,
IT. 1.5, COSECHA DE BALTERIAS.

S procedid g cozechar el cultive oa 1@3 7 dias

aprowimnsdamnerte, cuamdo 2ste alcansd 1 g d mica tardis.

La ourva de crecimento fus detectada oo un fobooolorimetrs con

Filtro rojo (fobooolobinzt et~ Summer

La  cosacha s realizd por cenbtrifugascionass sucesivas  del
medio  de owlbive & 2000 w g duranbte 19 mirwtoz, obbeniéncdoss

rastkillaz  de bacteriaz, laz muales s lavaroe dos veaeosz an ul

amortiauador MOPS 530 mM oy ECL 10 mM o pH 7.5 vy 22 cenbtrifuaaarorm &
a0 woa durarnte 15 minwtoz zlininamdo azi loz resicduos deld

medic v los desechos. laz paztillaz =zon pesadaz v resiztradaz

comn paezo Runeds v guardacdaz en own refrigeracor REVIO a

IT. 2. QBRTENCION DE CROMATOFOROLS.

A pertir de lasz chtiermen laz cromabdforas  com

2] procedimisnts reportado por RBaccarisi-Melamdri vy oool., (1E700

Fia 5



zrcdem lan ba

a2 i smogthd ousdsr Tris-Gl gH 7.

Pat®y ({pesoawvolumean? . =@ onogsrilzany e las

DAaze =0 proporcidrn de U mg por 100 g de

1=

zorilcaroe arn e s

ooomire

ot Lipo MUEVE. &

mEcsima poternias e wn Da@o de

zol,

000

o s

0 omin.  pEara remover  las

céElulas =im rompzr, Cdpsulaz, A Ausdaer an el peracipl bado.

= toma el sobrensdante v oze 100 000 = 3 duraedee S0

it

-El

ipitacds de cromat

ui
jid

racusraernds: e owe sunortdlguador

Tiis

10 mb corr EDTA S oy ERTA Zmld & pH de 7.5, pars rranover

= cabiomes divalantze como =1 Mg=*

ze caembtrifugs s 100 000 = a9

S0 iy,

iEparpde 2 Triz-Cl o S0 il =a

=El  precipitads obbermidn ze

Faal

carbrifuas & la 100 000 = g oluar

mite Fara lavar &l
el anhaz.

—Ea resuse

zrcie la paztilla de cromatdforos an 2l amortiguador del

paso. anbterior & uns ooriosethy roaRroesimsds e 25 mn/ml

Cprobeina y se almacsna & 420 durante les siguismbes tres diazs gue

[=taly a3 o

w

Fvarr E achkivid doridse comssrvan s

actividad durante & meoez.

II.%.1. SOLUBILITACION DE LA FFPiaza DE MEMERANA.

procedimiznto fuse  raportada por Nyrer,FP. y  cal. .,




4 todo 2l procsdimiants s

sl

A partir gde 33 de cromatdforos concerntrados de 50 o5 60 ma
ce  probteinz £ oml, SO L& S luoiden s X ml e
SOl dree

Triz~21 S0 mil,

Tritdm H-100

Matlz 750 mM

Etilerngslical al 25 X (v/v)

DTE 0.2 mi

S agiba zusvemerts la solucidm @rn wr bafo de hiels duramts
20 mim. S canbrifugx la suspshside a 100 000 @ durashe 135
Mit. S obtiang la fr Pt del =zoloabilizads branadante) voss
pueds  a&lmacenar & =i e dezea ubilizer en los prdwimoes 5
dias o bien,  alm: 2 ohecuridad s =70 O conssrvédndose su
activided durante & ap o inacamear

Fostariornants @l zolubilizado ze dializd  combtra L
amcort i guadar:

Triz-Cl SO0 mM, pH &4,

Teitde w-100, 00540 (v/v)

Etilenglical ol 25X {(v/vy

DTE- D, 2 mM

Se  diazlizéd  contra dos ovollmemes de 000 ml o con agitacidn
corsharte. El mrimer canbio fus a laz Shrs vy &l seguwds & las 12

bires la didlizis raalizd ooy @l ok

1)

Frezents e2n 2l medio de solubilizacidn

£
u:'

Jeto de guitar =l magrnesio



relazidr 1700 (p/v)

= omg dehlafil

duranbte Ioanin &

duifr
——

CSaoelimins el Frecipitado

1t

S resupsra

f

Se carbrifuge a 100 000 K g duramhe

mir & bl
Gm resuzpande el precipitsdo en EDTA S DMy

EETA 2 mM v z2a cerbrifusa a 100 000 W 3 duranhs

S resuspends el precipitade (cromatdforos) v s

[n X
1]
ot
i
-
=
=
e
El
—
1t

orpTarhracidn de probedina,

\

A rartiv de F oml  de cronatdforos & LM

cormehirEsisn e (70 omo de protedinza /0 oml), s
resuspendarn en el amortiouscdor de zolubdlizsacidn,
2] gue conbisne:

Teiz-HOl S0 ok, &H

Wby

o

Mzt ]z 7

i

Etilemalicol sl 2T X (v/v)

DTE 0.2 mM

(133
i

sgitary 1o

Hi

cramatdforos an 2l medio de molubd lazaoidn
Avratibs 20 min. l
Sa canbrifugarn 2 100 000 X o9 durants 145 min oy oze obtisns 21

solubilizade,

Fiqura =M Ezquamna = la obtencidn  de sramatdforos Y

solubilizacidn de la PRiaza membransal o

ph]



B FROTEINA.

sroteing para los determind por 21
metods e Lowery v ool (12517 . utilizsedo  estamdarez de
& 1odmina ez Zupzro s bovdves {BFSA)Y R ) S W1 T e

sansibililidad de 0 & 400 po de proteisa’ ml.

IT.3. 1. DETERMINACION [HEL CONTENILDD DE BCI

El comtanidn de kacteridoclorofila de loz cromabaforozs sa

cetarning  por la absorcidn s 770 mn dE o Lracto de acetona  /
metarml (T/5:  wiv), segibdndoze vigorozansnte durarmte  alouros

mintos v oze cerbrifuod s J000 rpm dureaesbs 50 omiruabos en uma

=10 =3

n
—
i
[

cErt i Fuga [ T - £l zabrenadarte @
gzpectrafobdmaetirog & wma lopgitud de orda de 770 mim, comtra uWm

Bl agnmo de acetoma/ mebarol (Claybaor y Sizsheom, 1972 ).

ITI.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE  FIROFOSFATASA BN EL
CROMATOFORD Y EN EL SOLUBTILIZALD EN DETERGENTE.
La  achtividad de Pirofosfataza se deternivd & parbir  de . la

camti Ficacidn  del fosfabo (Fi) 1d bozi godio a  partir de 1&

tiich-dlizis o=l PRI, a stz ia ole MgEIa_
Enta  determireacidn e realizd en obsouridad, para evitear 1ls
sinbasis del FFL promovicda por la snergia de 1z luz vy opor . fal

motive se o whkilizd um cuarto Dluminedo ooy luz vercs (Schiff,

13720 .

z2 llevarar a oabe =0 W vieluamear de 2.5 ml,
agraegamds lmg de proteins de cromebdforo porr bk, P o =T R &
el =sclubilizadse == agregarcl 0,35 mg de protedins por tubo, EL

medic tambidér conterndia Triz -malato S0 mh pH 6.5, Firofosfato

in
~



de Sodia 0.67 wmhl vy Matls variable.

La reacoidrn e inicid o la iz arzinms (oromatdforas

Pl solubi lizada) al  medic  de

determninscises aen Frvired

aaragarvds DL oml de TOA &1 30 0% {psvd. ZE Carnrl Cuas

el  enzayo x 3 000 rpmodurash tdmire y & partir sabireradariie

za determireg la cantidad de P10 liber Fara alimimar la turbidez

de 1oz anzayoes en la encima zolubdlizada aran D.032n) de

k]

ShE al 10 W antes de la determicacidn oolorimdteica,

S wtilizaraon 1= i Pz et b

sxnsibilidad reara la cuantificaci ary el
medio de reacoidss:

1Y Bl de Summear (1344 sarmibilidead de O &  [&00

4

mesd

ii) El de Thaze v Shaw (19541, 0 gue L] ura e=meibilidad de 0

a 70 rmolez.

Fara la ocuantificacide g2 realizacron curvas  patrones cord

eohandar e HalP .

La velocidad de hidedlizis en mmoles e P/

min/ma de protedina.

IT.5. CALouLn FDE LAS CONCENTRACIOMES DE LAS ESPECIES LIBRES Y DE

Los coMPLEIDS ENM EL MEDID DE REAC

Laz  concentraciones de los metalss libres,  de los ligandos

(i Ferembtes . Formas idnmic del FFiY v de los  compleics Metzal-

Ligands (M=L) ze calouwlaror por o gproarama de conpubadora Este

programna resuslve acussiares simultAlmess aue dezariben =1

aauilibria  de  wunide maltiple gue existe entre laz  difarentes
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IT. 6. MERIDA DE LA CONDUCTIVIDAD DEL CATION Mo =+,

Laz medidas

realizarom an uwn
L& microcelda

Coplebhaosn.

e 1a :Dnductividad ezl zatidn libre

concductimetro

dal tipo
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[
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CAPITLLDO ITI

RESILTADOS Y DISCUSION.

FRELIMINGRES

ga=) detarming  la

—iddaad amdaial [t el ia achividacd

Pidrolitica de le PRiass e mesbraecs.  La me ireubd &

AT, e Triz-malabo SOmM, pH 6.5, PFD DUE7 mM v Matls, E1 biemso

de irncubacidn de o la o srzima et oronatdforos para

la

e velocidad  imicial fus de 105 & 2 mi. banbto com
Ma-FPL o Zn-FPL comns subebrabo v opaora la enzinsg solubilizada e

mir, wara Cualezaguisra de 1oz dos

subztratos mencionados.

El pH  éptime oz la coidm vl kidréalisiz para log

v ama tad F o Yo Rermsr o, LTREE)

E.E) ezinizma para &l

golubilizads de la emsinma =22 determind wy pH o dpbing dae 5.5 =

De ot

i

calould la concentracidn de las diferentes formas idnicesz del PRI

& loz  diferentae: pH'e {(ver Raomero,

7). oen dorde la forma

Famadam L mar del FRL & pH ode &€,9 fus la PRIWP-, 16 que pos indica

ez la formza idnica del sushrato,

]



TIT. 1. EFEDTO

BRI I

BRE L& Al

IVIDAD HIDROLITICA DE LA

PFIROFOSFATASA  DE  MEMERANA BN CROMATOFGROS ¥ SOBRE LA ENZIMA

ctividad oe PRiazs mEmnbrana e Fao eubirum

tants en oromebdforoz come sn &l moduybd l i zacds, vartardo s

o 20T L AN

afadido v Fijerrdo la concentraoide deld

PREL amadido (0, il (Fia &3, Se obzervd ogde la cirdbica fo
2igus  un comportamiznte Michasliano, Simz mue la curva

activiacad v Furpsides ziano i de.

la actividad anzimdtica ve la corncentracidn  ods

i ar Curvas

&) Inoremento ot precisamente e

de moduladores sobee

wrE fourma Siamoloes

@rEmimat.lca, YR Zes moalaurt o

=

=) Er  shizimas int M &E pldsden darze  efectos

&  la mizma mambrama gue, #l =olubilizar la  anzima
dERDaEarEceT . Er orimer lugae o GO EIRRE A, efecho

zea un reflsjo del incremento en comcantracide del compleje MaoFP

e la fig 7,

iztratol et Forrma amnodces, oo

clomde =2 calould la comcerbracidn del zustrat D dgual mnanara

I}

carbanos aus eztes Feronsrologis ze deba s propladades de o la

mEmb B E va  gus el solubilizads e =] detargente Tritden H-100

mdzstira el misns conportanieetn (oo s &cthividsdr,

Ez importante bacer sobar que. al pro zolubilizacidn

prazertas alourss dnconvenisnbes, V& quE D BE
dizmirmacidn e la actividad o 1o que & zu ver puads deberss a2

VEF IO dizmiriacidn  de la cantidad  total de ernsima

A}
i
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Figura 6. Efecto del M‘g afiadido sobre la ectividad de la PFPiasa

de membrana en cromatéforos () v en el sclubilizado con Trité-n

X-100 (0). FPi constente 0.67 mM, MgCls zfizdidc variable.

Lz resccién =& incubd en. Tris-malate 50 mM, pH 6.5.
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Lig



tiva.,  oais

)

tipa

idwria

Jersia

whiz thadnbat g

Va A

e L4 e fozfolisasa
A i Vit = e i 1

e ek aa, 1 i den

eV

activicdad de la

Fon Ia zedicades de foufolipidos 2} cromnstdforo.

imising

vigto  (NMyrenm  y ool..,

Y e Le zddicd de fozfoligidos  al

zolubilizads de 1

. PFPiaza de Membrazioz inorenents o actividad en

W . For lazg reazonas mercionadas, s importants meic =1
proceso e solubdlizaecide, Eor 1o oaue enoe2l fubure se parobar dn
ctraz  dabtaraentez v Jdiferentes poer e s Lo s =1 =molvernihs

etileralical, =1 ousl le da ows ambisete Ridrafobe 2l madia de

zolubilizacidrm, 1o gus 2% muwy lnporkante para una enzina inbeoral

e memnkyana,. Aderds, e arpdainsi Fosfolipidos

El objetivo de eastsx

1%, T e MBS FERT Lo

caracterizar la activided hidralitice de la FPRiasa d2  manbrana

con el fin

aizmos

o oposible reaulacide,

w3 P sirisnoes dereralas o ause psermiten
zxplicar la posible regulaciden de la PPiaza de menbrana:

itin o zitics de umidn o deal

H
—
I

enhre

zrnzimna (Ricard y Corodsh-Bowodwer, 1

t) Erzina  =aotivada por metalez librez v formacidn de  conplaio

Matzsl -Liqgarmdo o

vardader o,

El  m=qunds o oomEiderard cono hipdbesis  de

trrabaio  por las siguiente:s evidenciaz de la lite

brabajoz pravioz en 2l lebeoratorio:

0
~J



e wisto oue =1

st para la  zscobividad

bidrélizie an 2l comple

comee s la citoplizmica

~—=Fhazy arta loaia R
che aooide de
Za sabe s laz

inmporbarnte en las moedalaciormes de le sctividad o va aus los

= e

cationas como 21 Mo e,

it
+
-

STV AN

fridrdlisis de la PPiazsa citoplédsmice, mismbras gue

Cua®r 0 (Owery v oolo, 1

v Butlear v ool.,
la rescoide,
- Er la FPisza  de menteana de la bacterisa B rubrum ze ba

AR

la participaci del Ma=v likbpe arn AR zitia

irdererndl e

al zitio asctiva (Rauwdbhal, 1975

ichamante necosar o

+

libre sa wme a la enzime,  va
apae dete la proteos de la inachivacidn por reschbivos MalMEL vy

NiF-C1 {reactives oque atacan arupss sulfldiderile de la emsinad s En

Farimentos reslizados en el laboratorico (no publica

vigts aue la preirncubeciden de la snzima comt Ma®° la prob

imachivaoidn pov calor.

—--Se ba visto (Celiz y Romsro, oz la FPRiaza de manbreans

2 cRresercia o

Tt

t

: altaz cormcentracicrmes del PMa-FRD loo ocetiones

divalentes san inpitorics en el siguiente ord e
Lo SFe® s s Me®c | por o que es de supcnerse gue  eshos

cationes actuar em un sitio diferents al =zitic activo,

—=Er - Bhodobacher palushiris

chwarm v ool L




TAT 1487 v enaerto =

= CUTVERE

Frddral dhios

(Ma-FFis,

dizmins 1

felutly s MaEe

Tilwre la

comcarhrasiones o ds Ma=r 1itgs 1o ourva de azhivided es

e -

Fiperiilicsa. oo aue e Lot Come bl Ed A6, =1

[IET= B E=AT 1 D] erzimas  austivadas por mebtal (k)

g tar

diferermciar &1 &

= il ¥ o il cEmente

2l Me®r libva, por

2] suztrato vy por el PP libre por 1o ooue. =@ clide & momEEr &Y

s omrcsmtraciones 2 2l medio de resocidn, apartir del

sapatinento de  la Figuwra & (Fia 7.

s abkEervd uns

corralacidrn de la achiveosidn con = dzl Ma®r VTibre v

o =31 ircremnanto de e concaenhe s ider

compleio  Mo-FPiL 1o

e gugiers el macarisms de reoulacidr propussto en b =T S T EX

[EN

activadas oy maetals y Caoimmide com 2l paE

1 achivaador S

kg decds &l Me®t libre en diferestes PRI = tlathi, 1984 .

Asimizmo la pozibilidecd de dezhbdbicidn (que se reflaeja aen

g cachivacide)  por sraparicidn del PRI libre, va  oaue 1

(= =T E Tt

Azl PRI libre (al

activacidm e o

S Ealr i

ircrensrtar 2l el metal libre. 21 ligasdo di=minvve). va que s

e reporbade como imbiibdcdor de la o reaccidn en obras PPiasas (Mo
vy  Bublert, 1372 v  Rapoport 1973y . Es irmterszarmte hacer notar

que =1 libre Jjussa obrs papel fitd (1] irbiib ddar =)

comraEtr&RCionEes mayores 5 omM de MaCl.z afedido {(fig 7). tanto

2z oromnatédforos comne en el =olubilizado, Shio

hecho mos sugisres

la participacidn del Mg=t limrs em wun sitio indepsrcliermte del

LARESF-TR% de sushrato

itim

ol

mhiva,  va gues & oo

m

deberiamos . shtenar wra actividad corshant
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Figura ‘7. ‘Efecto del Mg afadido sobre la actividad de la PPiasa

de membranz en cromatéforos (®) Yy concentracion de Mg=* litre (0},

PPi libre (&) y complejo Mg-FP1 (e). PPi constante

variable.

0.67mM, Mgllz

Lz  reaccién se incubé en Tris-malato 50 mM,pH 6.5,

&0



IT. 2, COEFTCIENTE DE HILL. DE LA

SLTIVIDAD DE FRisss RESFECTD AL

g ARALTLO,

5

2l objeto de comparar lae comzitar

actividad hkidroliti E T vy el zodukilizsds e;

baraarte, e

e HiLL,

respecbo &l

figura £, (figures Sa0 wr valoy emtye @y E03.

Lo oue 2uoiere una partici Malls afadi

art dos mitias

di ferarntes,

CiF ot Mo

oot 2l PR peaara dar
ho oy el oobro Ma®t oze oumirda a wn =itio odiferenhe del
trarslocadora

zitia actbivo. o oton

ce cloroplasta raportan sitios de unidn

gl maamesico achbivo:  asimizmo para  1&

sharia  de

FRizza citoplidzmnica de levadura s bha fropu

zitins egpecificos  para metales divalar

{ Bartry v Dunamay -

e 1

ifhic achivao.

i

Mariamo, 1927) diferenmh

caficisntes e HI1l ok

A partir de los

o . Sk

Liveman Lmar o laz  wréficazs de la actividad de la Fig. &, 20w

zistama Jde doblez reciprocas, e dorvde e araficd 21 inverso  de
la velooidead va, &l ot mracidn dal  Mallg

apadide zlevads e 2l valor del coeficiemts de HI1D obtendido (209

(Fig Ba) . lo qus permitid comparar 1 -2
vy, la  Vmax entre la PPRlass en Cromns 1
detarasrte (Ffig 8 kb

Sie obzarvis gue las mo cadnbian practicansmte, (e HL.219% &

0. &) migptras  aue  Zolo vards 1s Vmae

3.2, ez decir laz propliedades del zitic active no se vean

modificadas  ern &l proceso de solubilizacide,  por 1o que  ssto

B
-



et e Ly et
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sagiere  gue =l ramzeldz

Ta curves  de  aoibividsd

Fidrelitioes, wms la araima vy mon de laz corcicion

ek &nes @ SuE 2

ertira 1 @rzima. Y

ie atribuirsz

comportaniants ziancides de la curva de

Lividad, al sfecha

super T ic

T &9, gque podria @ jeroer

abraccicres v repulzion

@rtrre los iomes Me®v,

PRi*= o Mo-FFI%®7,  ar owrea forms aoe el su

= determinadaz

cetrid Ll e S srousethre mis ac Ble &l =itic activio,

(=34
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Figuras: 8A. Créfica de Hill para Mg afiadido, & partir de los '

datos de 1la figura 6. 8E.Gré&fica de dobles reciprocas de 1la
sctividad de PPiasa de membrane en cromatéforos 5 Yy
seolubilizado de la enzima (. ), obtenida a partir de los datos de

la fig 6.
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e ilos cahtionss div

a) loz 3jus de formar acne beios wideo comn =l
]q.—izw TR, W y fifyy .
B los aue no Formees comeleics hideolizables oome sl a (=i

Ez= 5 s |

duibido s gqua e

la sctividad de la FFiass

2% Lt in

gratizme oameral  de la

zfeocto del In-PRI an

del arupo Ma' vy oaderndz ze zeoogid a2l

mas bajas al  Malla

afadicds (1 oM de  metal afadido) s mejor

m

para la
tiidrdlisis,
B o la figura 2 ze obzervEd aque la achtividad de PPiaza, btanho

e cramatdforos oomo an gl solubd lizscds oo 2e-PRD comns suztrato.

52 prazenta wy conportamiento ouy £2imilar al aobbterido oo Mo-FPRE

zuztraho (comporbamiernts no Michasliare? . Azimigno el Zp=e

Z-PR1 dncremerharn su ocorecenbracise & la par ogque  Ia

stividad Hideoliti

libn-e  (md=s  oe SmM de 2=, &l 1Y dnkibe maz de L YSY el
mé&zimo de actividad va z2s por ocurper 2] sitic achivo o por

mmuEar o 2itio modulador diferentes &l zitic achive, Estos datos

suegiatran gue =1 ziamoidal oe

getar azociado oo un mecanlsne nadz gemsral de la sn@ins

o
I



SLEE 2O particular & wn debterminado o

ik,

[
iz

CaE-FRD como sustrato tarts  an

sramnatdforos coms an 2]l solubidlizads, Ya oguE

sy reportaes de

4

g pare la ATFs e comEledo Bidrolizabls 21

Cw-ATR, " @l oo lejo racmre i S
sustrata, Ez decir. =i & el proosso

e zolubilizacidn  mo cambiamos la

parchancia de aloden catide

patra  la sivided e Ridedlis

% La FRizza de  maenbranse oo

1

i

pracardd aohividad de Ridréliziz

Cac-FRL e el saolubkdlizado,

al igual aguse en loz oromabdfor

Eztos

plamtezr una pregurta muy  inporbartes
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=] Tin e conooer aud

moedidladt 1z &ctividg

A RAE) (VR

ol Ma®t likew, a2l PRI libre o 2l comglejo

via-FFi) pars  darse  wna ourvas e =ohoa

3R] meE, =

HE

Hdarorm laz concentraciomez de maomazio total v PRI
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Tabla 3. Concentracién del - APPiI vy del + BMg=* que corresponden

s las regiones a,b y ¢ de la figure 10.

%\ DE ACTIVIDAD -A PPi LIBRE 4014 LIBRE

5.4 -16.8 pM - 78 pM

b 51.6 -3.0 M 200 WM

c 43,0 -1.5 4 700 pM
1.0

\ Vo

./. : os“mﬁ'“
‘ '°u5
o / XN ‘ '

. . ,m=<oe‘( \-\t“=?.0

‘03 (f.‘ﬂt;’l \:L\'Q\' ;

Fig 11. Gréfice de Hill para el Mg libre. de 1la regién‘ de

activacién de la figura 10.
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Figura 13. Efecto de concentraciones crecientes de PPi (&) (MgCl:
1 ‘mM) v concentraciones crecientes de MgCl, (¢ ) ( PPi 1imM),
sobre la actividad de PPiasa de membrana .en cromatédforos. La

reaccién se incubd en Tris-malato 50 mM, pH 6.5.
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Tabla 4. Concentracion de los complejos y especies libres con
concentraciones crecientes de MgCl. y PPi constante en
imM, los datos se calcularon a partir de los datos de la

figura 123.

PPI Total Mg Total PPi Libre My Libre Complejo MgPF
nM o _mMV M ™
1.0 0.25 0.750 . 0.000333 0.2d9
1.0 0.3 10.700 0.000427 _  0.299
1.0 0.5 0.501 0.000996 0.499
1.0 1 0.75 0.253 ©0.00295 0.747
1.0 L0 0.3 0.031 0.968
1.0 2.0 0.000998 1.009 0.999
1.0 : ‘ 3.0 " 0.000493 2.003 0.999
1.0 5.0 0.000249 4.001 0.999 -
1.0 7.5 0.000154 6.500 0.999 ;
1.0 10.0 -~ 0.000111 9.000 0.999 é
Lo 20,0 . 0.000052 19.00 1.000
1.0 30.0 0.000034 ~29.00 ~ '1.000 :
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Tabla 5. Concentracion del compleio Mg-PPi y las especies libres
a concentraciones crecientes de PPi  afiadido v MgCl,

constante en 1mM, los datos se calcularon a partir de la

figura 13.

PPi Total - Mg Total PPi Libre Mg Libre Complejo MgPR:
o ™ M m : M
0.1 1.0 0.00011 0.900 0.0989
0.25 1.0 0.000332 0.7503  0.249
0.3 1.0 0.000437 0.700 - 0.299
0.4 1.0 0.00064 0.6006 0.399
0.5 1.0 0.000996 0.5009 0.499
0.75 1.0 0.002955 0.2528 0.747
1.0 1.0 - 0.0 . 0.0311 0.968
2.0 1.0 1.009 "~ 0.0009 0.999
3.0 1.0 - 2.004 0.00049 0.999
5.0 1.0 a.000 0.000249 0.999
7.5 1.0 6.500 0.000154 .~ 0.999
10.0 1.0 9.000 0.000111 = 0.999
20.0 1.0 19.0 0.000052 ~  1.000

30.0 1.0 29.0 0.000034 1.000
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ITI.7. EFECTO DE LA VARIACION DEL COMPLEID Mo-FFRi EN LA ACTIVIDAL

DE LA PRiaza DE FMEMBRANS A CONCENTR

SIOMES  CONSTANTES DE pg=»
LIBRE.
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Fig 16. ‘Efecto del CaCl. =sobre la actividad de PPiasa en

cromatéforos con PPi afiadide (0.67mM) v Mg variable. Ca afiadido
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