UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

“CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA
PIROFOSFATASA CITOPLASMICA DE LA BACTERIA
FOTOSINTETICA Rhodovibrio sodomensis”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
Biologo
PRESENTA

VERONICA JAZMIN SANCHEZ ORTIZ

México, D.F. 2010




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

“CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA
PIROFOSFATASA CITOPLASMICA DE LA BACTERIA
FOTOSINTETICA Rhodovibrio sodomensis”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
Biologo
PRESENTA
VERONICA JAZMIN SANCHEZ ORTIZ

DIRECTOR: Dr. Heliodoro Celis Sandoval

CODIRECTOR: Dra. Ma. Del Carmen Garcia Rodriguez

México, D.F. 2010




El presente trabajo se realizo en el Departamento de Bioquimica del Instituto de

Fisiologia Celular, UNAM, bajo la direcciéon del Dr. Heliodoro Celis Sandoval y

como codirector a la Dra. Maria del Carmen Garcia Rodriguez de la Unidad de
Investigacion en Genética y toxicologia Ambiental, FES Zaragoza, UNAM.

Agradezco el apoyo otorgado por COMECyT- CONACYyT para la realizacion de
esta tesis.



El jurado asignado:

DR. MARIO A. ALTAMIRANO LOZANO
DR. HELIODORO CELIS SANDOVAL
DRA. MA. DEL CARMEN GARCIA RODRIGUEZ
M. en C. LUIS SANCHEZ SANCHEZ
DRA. LUCILA ALVAREZ BARRERA



A mi familia que amo tanto, especialmente a mi madre, muchas gracias por existir.
Gracias también Andy Amor por ser mi colega, por todo tu apoyo, tolerancia y caritio.

Agradezco al Dr. Celis por su ayuda y amistad, también a la Dra. Maria del Carmen
Garcia Rodriguez por sus consejos, a los miembros del jurado que a través de sus
comentarios y sugerencias permitieron el enriquecimiento de este trabajo y por su puesto, a
la Universidad Nacional Autonoma de México.

Silviuxt, donde quiera que estés, gracias.



i.
1.
L.
II.

Abreviaturas
Resumen

Introduccion

Marco teodrico
2.1. Bacterias fotosintéticas
2.1.1. Bacterias purpura
2.1.2. Bacterias purpura no sulfurosas
2.1.3. Rhodovibrio sodomensis

2.2. El fésforo en los sistemas bioldgicos

2.3. Pirofosfato inorganico
2.3.1. El papel del PPi en el metabolismo celular
2.3.2. Utilizacién del PPi

2.4. Pirofosfatasa inorganica
24.1. PPasa citoplasmica
2.4.2. PPasa membranal

2.4.3. Complejo PPi-Mg? e iones divalentes
2.4.4. PPasa en bacterias fotosintéticas ptrpura no sulfurosas

ITII. Planteamiento del problema

IV. Hipoétesis

V.

Objetivos

VI. Materialy Método

6.1. Cultivo de Bacterias
6.1.1. Medio de cultivo para Rhodovibrio sodomensis
6.1.2. Siembra
6.1.3. Curva de crecimiento
6.1.4. Cosecha de bacterias

6.2. Pirofosfatasa membranal
6.2.1. Obtencion de cromatoforos
6.2.3. Medicion de actividad hidrolitica especifica de la H*PPasa

6.3. Pirofosfatasa citoplasmica

Indice
Pag.
1

0N OO O

O

10
11

12
12
14
16
19

20

21

22

23

23
23
25
25
26

26
26
27

28



6.3.1.
6.3.2.
6.3.3.
6.3.4.
6.3.5.

Purificacién parcial de PPasa citoplasmica

Columna cromatografica de exclusion molecular

Determinacién de la actividad hidrolitica de la PPasa citoplasmica
Determinacién de proteina

Geles de poliacrilamida

6.3.5.1. Determinacién de actividad hidrolitica en gel

6.3.5.2. Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

VII. Resultados

7.1. Curva de crecimiento

7.2. Espectroy tincion de Gram

7.3. Pirofosfatasa membranal

7.4. Caracterizacién de la PPasa citoplasmica

74.1.
74.2.
74.3.
74.4.

74.5.
74.6.

74.7.
74.8.
74.9.

Familia de la PPasa citoplasmica de Rhodovibrio sodomensis
Perfil de pH

Termoestabilidad y temperatura de activacién

Especificidad del sustrato

Relacion Magnesio-Pirofosfato

Efecto de la concentraciéon de Magnesio y otros cationes divalente
sobre la actividad hidrolitica de la PPasa

Efecto del Fluoruro sobre la actividad hidrolitica de la PPasa
Constante de Michaelis y velocidad maxima
Peso molecular

7.5. Resumen comparativo de algunas propiedades de la PPasa citoplasmica de
Rhodovibrio sodomensis y de otras bacterias fotosintéticas purpura no
sulfurosas

VIII. Discusion

IX. Conclusiones

X. Referencias

28
30
31
31
33
33
35

36

36
37
38
38

38
41
42
43
44
45

47
47
48

49

51

56

57



Caracterizacion Bioquimica de la Pirofosfatasa Citoplasmica de la Bacteria Fotosintética Rhodovibrio sodomensis

ADP

ASB

Atm

ATP
Bisacrilamida
CAPS
CNC-IUBMB

DNAsa
DSMZ

EDTA
EGTA
Elon

i. Abreviaturas

Difosfato de adenosina

Albtimina de suero bovino

Atmosferas

Trifosfato de adenosina

N, N’ -bis-metilen-acrilamida

Acido N- ciclohexil- 3- aminopropano sulfénico.
Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology

Desoxirribunucleasa II, Tipo IV: de bazo porcino.

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulten
GmmH (German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures)

Acido etilen diamino tetra acético

Acido etilenglicol bis (amino-etil eter) N N tetra acético
p-metilaminofenol sulfato 29 mM + bisulfito de sodio 290
mM

Proton

Familia I de sPPasa

Familia IT de sPPasa

Pirofosfatasa translocadora de protones (membranal)
KiloDaltones

Constante de Michaelis

Litro (s)

Metal

Minuto (s)



Caracterizacion Bioquimica de la Pirofosfatasa Citoplasmica de la Bacteria Fotosintética Rhodovibrio sodomensis

MOPS
NEM
Nbf-Cl
PAGE
PM
p/v

Pi

PoliP
PPasa
PPi

Rf

RCF xg
RFC
SDS
SDS-PAGE
spp-
sPPasa
TCA
TEMED
Tris

v/v

Acido morfolino propano sulfénico

N- etilmaleimida

7-cloro-4-nitobenzofrazan ( CsHsCINO3)
Electroforesis en gel de poliacrilamida

Peso molecular

Relacion peso - volumen

Fosfato inorganico

Polifosfato(s)

Pirofosfatasa

Pirofosfato inorgénico

Movilidad electroforética relativa

Campo relativo de la centrifuga por gravedad
Reactivo Folin-Ciocalteu Fenol

Dodecil sulfato de sodio

Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
Especies

Pirofosfatasa soluble

Acido tricloro acético

N, N, N', N'-Tetrametilentilendiamina

Tris (hidroximetil) amino metano

Relacion volumen - volumen



Caracterizacion Bioquimica de la Pirofosfatasa Citoplasmica de la Bacteria Fotosintética Rhodovibrio sodomensis

ii. Resumen

Las Pirofosfatasas (PPasas) estan entre las enzimas cuya continua sintesis es esencial para el
crecimiento celular. Existen dos tipos de PPasas que se dividen con base a su estructura,
ubicacién y actividad catalitica, éstas son, las citopldsmicas y las membranales. Las
pirofosfatasas citoplasmicas son exclusivamente hidroliticas y se encuentran distribuidas en
préacticamente todos los organismos, se han identificado hasta la fecha dos familias no
homologas de PPasa citoplasmicas que utilizan mecanismos similares pero estructural,
molecular y bioquimicamente tienen diferencias muy importantes ya que sus estructuras
primarias y plegamiento son completamente diferentes. El papel de la pirofosfatasa
membranal (H*PPasa) en el metabolismo es colaborar en el crecimiento en condiciones de
baja energia. Las bacterias fotosintéticas purpura no sulfurosas presentan PPPasa
citoplasmica, sin embargo, dependiendo de la especie pueden presentar la enzima de
Familia I o II. En algunas bacterias fotosintéticas como Rhodospirillum rubrum existe, ademas
de la PPasa citoplasmica de Familia I, una H*PPasa.

El fésforo (P) es el tinico entre los bioelementos primordiales y juega un papel clave
en la bioenergética al ser componente fundamental del grupo quimico depositario de la
energia de enlace que genera y consume el metabolismo celular y es transportado al interior
de la célula en forma de anion ortofosfato diprotonado. Un gran ntmero de reacciones
biosinteticas hidrolizan ATP generando AMP + PPi y su hidrolisis posterior es llevada a
cabo por la PPasa localizada en el citoplasma de las células, permite que las reacciones
anabolicas procedan eficientemente en la direccién correcta ademads se han identificado
reacciones enzimaticas en las que el PPi sustituye al ATP o que son dependientes de PPi.

El proyecto tuvo como objetivo caracterizar la sPPasa de una bacteria fotosintética
parpura no sulfurosa haléfila, Rhodovibrio sodomensis, que es uno de los 2 organismos
fotoheterétrofos del Mar Muerto. Esta enzima fue aislada y caracterizada a través de la
cuantificacién de su actividad hidrolitica, su perfil de pH, su termoestabilidad, temperatura
de activacion, la especificidad del sustrato y la determinaciéon de su peso molecular,
ademads de algunas constantes cinéticas como Km y Vmax., encontrando que puede ser
purificada como FI y como FII por lo tanto puede utilizar al Co?* o al Zn2* como protectores.
En el zimograma hecho en un PAGE se encontré que ambos extractos tienen un mismo Rf y
se ubican entre la PPasa de Rsp. rubrum y de Rba. sphaeroides (prototipo de FI y FII,
respectivamente). La PPasa de Rhv. sodomensis es estrictamente dependiente de Mg?* y
carece de actividad hidrolitica de la H*PPasa. Su sustrato verdadero es Mg-PPi%. Es un
dimero cuya peso molecular de 151 kDa determinado con una columna de Sephacryl S200
HR y a través de un SDS-PAGE de segunda dimensién se encontré que esta formado por
subunidades de 75 kDa. La temperatura y el pH o6ptimo fueron de 55°C y 9,
respectivamente. El NaF la inhibe en un 98%. Su Km fue 0.135 mM y su Vmax. es 3.498
pmol Pi (min mg proteina)-1.



Caracterizacion Bioquimica de la Pirofosfatasa Citoplasmica de la Bacteria Fotosintética Rhodovibrio sodomensis

I. Introduccion

La energia es una cuestion central en la vida y para realizar sus funciones, los
organismos vivos han encontrado diversas maneras para convertir continuamente
las distintas formas de energia disponibles en el ambiente. Los compuestos de
fosfato son la materia bioloégica comun de intercambio de energia intracelular (de
Meiss, 1993). El pirofosfato (PPi) es el polimero de fosfato mas pequefio y es una
molécula rica en energia, producto de muchas reacciones biosintéticas. Aunque el
PPi es usado como un recursos de energia y fosforo en varias reacciones de
fosforilacion (Reeves 1976; Wood, 1977 y Wood et al., 1977) estas reacciones
consumen solamente una pequefia porcion del PPi intracelular. Si la pirofosfatasa
(PPasa) no estuviera continuamente presente en las células y por ello no hubiera
actividad de hidrélisis del PPi, la concentracion de esté aumentaria tan
rdpidamente que podria inhibir el crecimiento celular (Lahti, 1983). Las PPasas
estin entre las enzimas cuya continua sintesis es esencial para el crecimiento

(enzimas constitutivas) (Stadtman, 1970).

La gran versatilidad metabolica de las bacterias fotosintéticas pturpura no
sulfurosas, aunada a otras caracteristicas como la facilidad de cultivarlas, la
obtencion de membranas y la disponibilidad de mutantes, han permitido que estas
bacterias hayan sido usadas como un excelente modelo para estudios en

bioenergética (Triiper y Pfenning, 1978).

El Mar Muerto es un ambiente hipersalino tinico, porque con excepcion de la
presencia del alga verde Dunaliella parva, en él se encuentran exclusivamente
organismos del reino procariota. Casi todos los procariotas aislados del agua y
sedimento del Mar Muerto son quimiorganotréficos, incluyendo arqueas y

eubacterias. Hasta ahora s6lo se ha encontrado dos organismos fototréficos

[4]
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anoéxicos, la bacteria sulfurosa Ectothiorhodospira marismortui y la bacteria
fotosintética purpura no sulfurosa Rhodovibrio sodomensis (Oren et al., 1989; Oren,

1992; Bonora et al., 1998; Extreme Science, 2008; Imhoff, 2001).



Caracterizacién Bioquimica de la Pirofosfatasa Citopldsmica de la Bacteria Fotosintética Rhodovibrio sodomensis

II. Marco teorico

2.1. Bacterias fotosintéticas

Las bacterias fototréficas verdes y purpuras llevan a cabo una fotosintesis andxica,
usando solamente un fotosistema, requieren un donador de electron de mas bajo
potencial redox que el agua, como los compuestos reducidos de sulfuro, hidrégeno
molecular o compuestos orgédnicos simples. Los pigmentos fotosintéticos son
bacterioclorofilas a, b, c, d y e ademas de una gran variedad de carotenoides. Estos
pigmentos se localizan en unidades intracitoplasmaéticas de sistemas de membrana,
la cantidad de pigmentos es regulada como una funcién de la intensidad de la luz.
Bajo condiciones anaerdbicas y en la oscuridad, todas las bacterias fototroficas
obtienen la energia para mantenerse por fermentacién de sus polisacaridos
almacenados. Sin embargo, en condiciones aerobias y en la oscuridad presentan

un metabolismo respiratorio (Pfenning, 1978).

2.1.1. Bacterias parpura

La diferenciacion de dos grupos fisiolégicos formados por Rhodospirillaceae y
Chromatiaceae entre las bacterias parpura fue introducida en 1907 por Molisch
basdndose en un punto de vista ecolégico. Actualmente la clasificacion estd basada
en la habilidad o inhabilidad de las células para usar el sulfuro elemental como un
donador de electrén para oxidarlo a sulfato y para la asimilacion fototréfica de COz
(Pfenning y Triiper, 1974). Todos los géneros de las bacterias purpura sulfurosas,
Chromatiaceae, son capaces de oxidar sulfuro elemental a sulfato lo que los

diferencia de las bacterias purpuras no sulfurosas (Pfenning, 1978).
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2.1.2. Bacterias parpura no sulfurosas

Las bacterias purpura no sulfurosas (Rhodospirillaceae) se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza, principalmente en pantanos y aguas estaticas, donde
existe una rapida produccién y descomposicion de materia. Estas bacterias son
tnicas por la gran plasticidad metabdlica, ya que pueden desarrollarse en
condiciones anaerdbicas en la luz fotoheterotréficamente y en la oscuridad por
fermentacién, asi como en condiciones aerdbicas por oxidacion de sustratos
(respiracion). En el crecimiento respiratorio la membrana es plana, pero al inducir
el crecimiento fotosintético, en anaerobiosis, se desarrollan invaginaciones de la
membrana, denominadas cromatéforos, donde estd el aparato fotofésforilante

(Fig. 1.) (Trtiper y Pfenning, 1978).

Fig.1. Esquema general de la membrana de bacterias: en A Rba. sphaeroides creciendo
anaerdbicamente con luz, y en B Rba. sphaeroides con crecimiento semi-aerdbico en la oscuridad. La
barra corresponde a 0.2um, se muestran también granulos de poli-B-hidroxibutirato (PHB), las
flechas sefialan a los cromatéforos (Tomada de Remsen, 1978).
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2.1.3. Rhodovibrio sodomensis

La bacteria fotosintética Rhodovibrio sodomensis (so. do. mensis N.L. adj. Perteneciente
al Mar de Sodom, nombre Talmudico del Mar Muerto) fue descrita en 1993 por
Mack y colaboradores, sus células son en forma de vibrio a forma de espiral
(Fig. 2.), miden 0.6-0.7 x 1.6-2.5 pm, se mueven por medio de flagelos polares y se
multiplica por fision binaria. Son Gram negativas pertenecientes a las
Alfaproteobacteria. La membrana fotosintética interna estd en forma de vesiculas.
Sus pigmentos fotosintéticos son la bacterioclorofila a y carorenoides de la serie de
la spiroxantina. Es una bacteria haldfila que requiere de NaCl o de agua de mar
para su crecimiento. EI color del cultivo fotosintético es rosa y el espectro de
absorcion de las células vivas es de 377, 427, 488, 516, 551, 591, 803 y 875-880 nm.
Tiene un 6ptimo crecimiento a temperatura de 35-40 °C (pero puede crecer en un
intervalo de 25-47 °C), pH 7 y 12% NaCl (crece en un intervalo de 6-20% NaCl).
Soporta concentraciones de 1M MgCl: en el medio y es extremadamente tolerable al
bromuro, crece normalmente con 50-75% de NaCl reemplazado por NaBr. Habita
en las partes andxicas expuestas a la luz del sedimento y agua del Mar Muerto

(Imhoff, 2005).

Fig. 2. Imagen del Rhodovibrio sodomensis en microscopio de barrido. La barra A indica 1um.
(Tomada de Marck et al., 1993).

(8]
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2.2.  Elfésforo en los sistemas biolégicos

De los seis bioelementos primordiales que son asimilados por los organismos vivos
H, C O, N, PyS) el fosforo (P) es el quinto en importancia cuantitativa como
componente celular. Sin embargo, este bioelemento es parte fundamental del
armazon de numerosas biomoléculas (dcidos nucleicos, coenzimas y metabolitos), es
un componente esencial de las membranas lipidicas y forma complejos con
proteinas, carbohidratos y lipopolisacaridos. El P es, ademds tnico entre los
bioelementos primordiales y juega un papel clave en la bioenergética al ser
componente fundamental del grupo quimico depositario de la energia de enlace que
genera y consume el metabolismo celular y es transportado al interior de la célula

en forma de anion ortofosfato diprotonado (H2POy, Pi) (Losada et al., 1999).

El fosforo inorgénico (Pi) estd presente en la naturaleza en tres formas, como
ortofosfato, como polifosfatos o metafosfatos [Poli (P)] y como pirofosfato (PPi), la
primera, es la forma mas abundante y se presenta formando parte de diversas rocas
y minerales. Las otras dos formas quimicas, no parecen ser transportadas al interior
celular, actualmente se desconoce si son reacciones quimicas o biolégicas las que
producen la hidrélisis de estos compuestos que tiene lugar en el suelo (Malacinski y

Konetzka, 1967; Metcalf y Wolfe, 1998).

2.3.  Pirofosfato inorganico

El pirofosfato (PPi) es una molécula sencilla constituida por dos grupos ortofosfato
unidos por un enlace fosfoanhidro (Fig. 3.) y es el polimero de fosfato mas pequefio,

se obtiene industrialmente por la deshidratacion del ortofosfato por calor, de ahi su

nombre. (Lahti et al., 1988).
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Fig. 3. Estructura del PPia pH 7 (Tomada de Romero y Celis 1990).

La estructura P-O-P que la caracteriza, conocida como puente pirofosfato,
constituye el grupo quimico en el que se almacena la energia de enlace fundamental
para la energética celular. El pirofosfato es una molécula rica en energia (AG°®’'= -22
kJmol1 6 -0,22 eV-molécula 1 6 -7.0 a -9.0 Kcal mol! en agua), su potencial quimico
es muy similar al del ATP (AG°’= -31 k] mol! 6 -0,31 eV-molécula -1 6 -3.0 a -6.0 Kcal
mol! en agua). Teniendo en cuenta sus propiedades termodindmicas, no hay razén

para excluir al PPi como una posible fuente de energia para las células (Lahti, 1983).

2.3.1. El papel del PPi en el metabolismo celular

Un gran ntimero de reacciones biosintéticas hidrolizan ATP generando AMP + PPi.
En consecuencia se habia considerado durante mucho tiempo como un producto de
desecho del anabolismo celular cuya hidrélisis posterior llevada a cabo por la PPasa
localizada en el citoplasma de las células, permite que las reacciones anabdlicas
procedan eficientemente en la direccion correcta (Kornberg, 1957). Aseveraciones
que hicieron este dogma de la bioquimica insostenible se fundamentan en que se
han identificado reacciones enzimaticas en las que el PPi sustituye al ATP o que son
dependientes de PPi. Algunas de estas reacciones son responsables de la
fosforilacion de intermediarios esenciales de la glucélisis y gluconeogénesis

(Baltscheffsky y Nyrén, 1984). Ciertos organismos como Entamoeba histolytica o

(10]
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Propionibacterium shermanii contienen enzimas (p. e., quinasas implicadas en la
glicolisis) que pueden usar PPi como fuente de energia y fosfato en lugar de ATP
(Reeves y Guthrie, 1975). Asimismo, se encontré que la glucosa-6 fosfatasa del
higado es capaz de llevar a cabo la sintesis de glucosa 6-fosfato en una reaccion
dependiente de PPi (Lawson y Veech, 1979). También se descubri6 que estas
enzimas dependientes de PPi estan ampliamente distribuidas en plantas (Edwards
et al., 1984). En resumen, estos hallazgos muestran que el PPi puede usarse como

donador de energia para muchas reacciones y que en algunas otras puede ser

utilizado, incluso en lugar del ATP (Lahti et al., 1988).

2.3.2. Utilizacion del PPi

Tomando en consideracion lo anterior, podemos decir que el PPi producido por la

célula puede seguir los siguientes caminos:

a) Ser hidrolizado por la PPasa citoplasmica y perder como calor la energia

liberada de la hidrélisis del enlace anhidro (Kornberg, 1957).

b) Ser hidrolizado por la PPasa de membrana translocadora de H* como la de Rsp.
rubrum. La energia del gradiente electroquimico producido al hidrolizarse el PPi
por esta enzima puede ser utilizado para mantener varias reacciones dependientes
de energia como son: la reversa de transporte de electrones (Baltscheffsky, 1967), la
transhidrogenacion (Keister y Yike, 1967a), la reduccion de NAD* (Keister y Yike,
1967b) y la sintesis de ATP (Keister y Minton, 1971).

¢) Ser utilizado directamente como fuente de energia en reacciones metabdlicas, o

sustituir al ATP como donador de energia (Nyrén y Strid, 1991).

d) El PPi ademas de ser hidrolizado también puede ser sintetizado por la

pirofosfatasa inorganica de membrana (H*PPasa) (Romero y Celis, 1990).

(11]
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24.  Pirofosfatasa inorganica (PPasa)

Las enzimas encargadas de hidrolizar el pirofosfato celular, regenerando asi Pi, se
denominan pirofosfatasas inorgénicas (EC 3.6.1.1, Pirofosfato fosfohidrolasa o
difosfatasa inorganica [CNC-IUBMB, 2009]), desempehan, por lo menos, dos
importantes funciones en el desarrollo de las células. A través de la hidroélisis del
pirofosfato (PPi), la pirofosfatasa es considerada como el impulsor de la biosintesis
de biopolimeros vitales (Avaeva, 2000). Otra funciéon que tiene particular
importancia en ciertas bacterias fotosintéticas es la potencialidad de conservacién de

la energia de enlace del PPi.

Existen dos tipos de PPasa que se dividen en base a su estructura, ubicacién y
actividad catalitica, estas son las citoplasmicas o solubles y las de membrana

translocadoras de protones (Klemme y Gest, 1971).

24.1. PPasa citoplasmica

Las PPasas solubles o citoplasmicas (sPPasas, PPi hidrolasas) son exclusivamente
hidroliticas y se encuentran distribuidas en précticamente todos los organismos
[menos Entamoeba histolytica (McLaughlin y Aley, 1985)] son esenciales para el
crecimiento celular ya que hidrolizan el PPi proveniente de las reacciones
biosintéticas en el sentido termodinamicamente favorable y reciclan la reserva de Pi
intracelular (Kornberg, 1957; Chen et al., 1990). Generalmente més del 90% de la
actividad total de la PPasa es observada en las proteinas solubles del citoplasma

(Howard y Lungren, 1970).

Dos familias no homoélogas de PPasa soluble han sido identificadas hasta la
fecha, utilizan mecanismos similares y representan un marcado ejemplo de
evolucion convergente durante el proceso de sustitucién funcional de PPasa
arquetipicas ancestrales ocurrido en la evolucién de algunos procariotas (Zyryanov

et al., 2002; Gémez-Garcia et al.,, 2002). Las dos familias, estructural, molecular y
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bioquimicamente tienen diferencias muy importantes, ya que sus estructuras
primarias y plegamiento son completamente diferentes (Baykov et al., 1999;
Fabrichniy et al., 2007, Heikinheimo et al., 2001; Young et al., 1998 y Sivula et al.,
1999). (Fig. 4.).

Fig. 4. Comparacion de la estructura de la PPasa de Familia I y la de Familia II. A modelo
esquematico de la PPasa de Familia I de la levadura (Heikinheimo et al., 2001) y en B se muestra el
modelo esquemaético de la PPasa de Familia II de Baccillus subtilis (Fabrichniy et al., 2007). Las
estructuras de las enzimas se muestran en una gama de colores donde en azul se encuentra el N
terminal y en rojo el C terminal. Los sustratos se muestran como palillos: PPi para la Familia I y
PNP para la Familia II.

La Familia I incluye PPasa de procariontes y eucariontes (Gémez-Garcia et
al., 2007) (clase A y clase B de acuerdo a Young et al., 1998), se inhiben con 1 mM de
fluoruro, presentan un pH 6ptimo alcalino, entre 8 y 9, son dependientes de Mg?*
como cofactor y activador, presenta una especificidad absoluta por PPi. Las de
clase A se caracterizan por presentarse tnicamente en procariontes, el tamano de
sus subunidades va de 164-184 aminoacidos y tienen un peso molecular de 20 kDa.
Son tipicamente tetrdmeros o hexameros y tienen una actividad especifica de
alrededor de 1 000 pmol min' (mg proteina)!. Las de clase B estdn en eucariotas y
son mucho mas largas, con subunidades de cerca de 285 aminoacidos y un peso

molecular de 32 kDa aproximadamente. Son generalmente dimeros o

heterodimeros, la actividad especifica de algunas de ellos es de 1 000 pmol min-! mg

(13]



Caracterizacién Bioquimica de la Pirofosfatasa Citopldsmica de la Bacteria Fotosintética Rhodovibrio sodomensis

proteinal, otras actividades son marcadamente menores que la clase A, utilizan al

cation zinc como protector.

En 1998, dos grupos de investigadores trabajando independientemente
(Shintani et al., 1998; Young et al., 1998) descubrieron que la PPasa citoplasmica de
Bacillius subtilis forma parte de una nueva familia de PPasa citoplasmica soluble:
Familia II (o clase C, Young et al., 1998), so6lo se ha encontrado en procariotas, su
tamafio es de 310 aminodacidos, su peso molecular es de 33-35 kDa. El Mn?* puede
al igual que el Mg?*, ser utilizado como activador y sustrato en complejo con PPi, en
contraste con la Familia I, cuyo principal activador y parte del sustrato es el Mg?*
(Kuhn y Ward 1998; Kuhn et al., 2000; Parfenyer et al., 2001). Resiste mayores
concentraciones de fluoruro que la Familia I (lo cual pudiera estar mediado por la
protecciéon de iones Co?* o Mn?*), tiene una actividad especifica de 6 000 a 8 000

pumol de Pi (min mg de proteina-b.

2.4.2. PPasa membranal

Diversas investigaciones han demostrado que en plantas, bacterias y protistas muy
diversos, el PPi puede usarse en muchas reacciones en lugar del ATP. En estos
organismos se ha encontrado una PPasa translocadora de protones (H*PPasas, o V-
PPasas cuando se localizan en el tonoplasto), una proteina integral de membrana no
relacionada directamente con la sPPasa, capaz de aprovechar la energia del enlace
PPi para la bioenergética celular acoplando la hidrdlisis de este metabolito a la
generacion de un gradiente electroquimico de protones a través de la membrana en
la que se encuentran (Baltscheffsky, 1967; Romero y Celis, 1990 y Maeschima, 2000).
Esta H*PPasa puede ademds de hidrolizar, sintetizar PPi, su papel en el
metabolismo es colaborar en el crecimiento en condiciones de baja energia, como en
el crecimiento aerébico a bajas concentraciones de oxigeno, la transicion del
metabolismo respiratorio a fotosintético y en el crecimiento fotosintético a
intensidades luminosas bajas, o de bajo potencial electroquimico de H* y en el caso
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de las mutantes respiratorias con bajas tensiones de O (Garcia-Contreras et al.,
2004). Estas proteinas se describieron por primera vez en los cromatéforos de la
bacteria fotosintética Rhodospirillum rubrum (Baltscheffsky, 1967) y posteriormente,
fueron identificadas actividades de hidrolisis de PPi en el tonoplasto de diversas
células vegetales. Hasta el momento, se han descrito H*PPasas en diferentes grupos
de eubacterias y arqueas, plantas y diversos protistas fotosintéticos y no
fotosintéticos, pero no se han encontrado en membranas de células animales o de
hongos, aunque si en sus protistas parésitos (Rea y Poole, 1993; Baltschetfsky et al
1999 y Maeshima, 2000). Todas la H*PPasas conocidas presentan actividad de
hidrolisis de PPi in vitro, su perfil hidrofébico demuestra que poseen entre 14 y 16

segmentos transmembranales y su sustrato es un complejo MgPPi.

Se han propuesto diferentes funciones fisioldgicas para la H*-PPasa en
Rhodospirillum rubrum. Por una parte, Baltscheffsky y Baltscheffsky (1992) han
propuesto que esta enzima actuaria in vivo como una PPi-sintasa, de manera
analoga a la ATP-sintasa, ya que se ha demostrado que, cuando el flujo no ciclico de
electrones de la cadena fotosintética se inhibe con antomicina, el flujo ciclico de
electrones es suficiente para mantener una cierta sintesis de PPi (Nyrén et al 1986b).
Por otra parte, también se ha sugerido que esta H*PPasa podria hidrolizar o
sintetizar PPi in vivo segtn los requerimientos celulares en cada instante (Nyrén y
Strid, 1991) (Fig. 5.). De este modo, en oscuridad o en condiciones de baja
intensidad de luz en que el flujo de electrones no es abundante, la H*PPasa estaria
bombeando protones al interior del cromatéforo, contribuyendo asi a la sintesis de
ATP, mientras que en condiciones de alta intensidad de luz, en que existe un
bombeo abundante de protones acoplado a la cadena de transporte de electrones de
la maquinaria fotosintética, la proteina estaria sintetizando PPi, que se acumularia

en “granulos de reserva” para ser utilizado en condiciones de deficiencia energética.
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Fig. 5. Cromatéforos de Rhodospirillum rubrum. Esquina superior derecha: esquema de una célula de
Rsp. rubrum, mostrando las invaginaciones de la membrana interna que forman los cromatéforos. En
estas vesiculas cerradas esta presente toda la maquinaria fotosintética, incluida la ATP-sintasa.
Asociada a la membrana se encuentra también la H*PPasa. Tomada de Lépez-Marqués et al 2004.

2.4.3. Complejo Mg-PPi? e iones divalentes

Los iones metalicos son la clave para la catélisis por PPasa. Las PPasas
citopldsmicas y membranales requieren Mg?* para que se formen sus sustratos Mg-
PPi> para la hidrélisis o Mg-Pi para la sintesis; el PPi* es un inhibidor para esta
reaccion (Lahti, 1983). Sin embargo, el Mg?* libre ejerce también un papel
regulatorio sobre las propiedades cataliticas de la enzima (Fig. 6.). Randahl (1979)
report6 que el Mg?* libre puede actuar como activador en la hidrélisis de PPi y que
este cation puede unirse a la PPasa y protegerla contra la inhibicién causada por

agentes como NEM y Nbf-Cl.

Estudios realizados sobre los efectos de los cationes divalentes en la reaccién
hidrolitica y el intercambio Pi/PPi muestran que el Mg?* y el Co?* soportan

parcialmente (50%) el cambio de la reacciéon Pi/PPi. Otros cationes divalentes
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como el Ca?* y el Zn?* no son tan eficientes; en la reaccién hidrolitica el Zn?* a
bajas concentraciones, puede reemplazar al Mg?* en la formacion del sustrato. En
presencia de altas concentraciones de sustrato para la hidrélisis (Mg-PPi%) los

cationes divalentes libres son inhibidores (Celis y Romero, 1987; Zyryanov et al.,

2002).

Ordaz et al., (1992) trabajando con la PPasa de membrana de la bacteria
Rhodospirillum rubrum, encontraron que la presencia de Mg?* y Zn?*, no so6lo
protege a la enzima de su desnaturalizacion a 70 °C, ademas la activan. Al ser
solubilizada la enzima se sigue observando este fenémeno protector hasta
temperaturas de 65 °C. Estos datos sugieren la existencia de un sitio regulador en

la enzima para estos cationes divalentes.

En base a los modelos generales de la hidrélisis enzimatica del PPi
propuestos por Josse (1966), Rapoport et al., en 1972, Moe y Butler (1972) se
hicieron submodelos donde se representa de manera simple la cinética de la PPasa

(Lahti, 1983).
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Fig. 6. Modelos de cinética simple de la PPasa de E. coli (A) y S. cerevisiae (B, C) de acuerdo a Josse
(1966), Moe and Butler (1972) y Rapoport et al., (1972), respectivamente. El medio estaba a pH 7.2.

Mediante estudios cinéticos se ha encontrado que el Mg?* libre es un
activador esencial y ordenado de la actividad hidrolitica de la PPasa de membrana
(Sosa et al., 1992), donde primero debe entrar el Mg?* a la enzima para después
incorporarse el sustrato Mg-PPi?> y asi poder hidrolizarse. A través de estudios de
modificaciones quimicas se ha determinado que el sitio para Mg?* libre esta dentro

o muy cercano al sitio activo (Romero y Celis, 1992).

(18]



Caracterizacién Bioquimica de la Pirofosfatasa Citopldsmica de la Bacteria Fotosintética Rhodovibrio sodomensis

24.4. PPasas en bacterias fotosintéticas parpura no sulfurosas

Las bacterias fotosintéticas ptrpura no sulfurosas presentan por supuesto PPasa
citopldsmica, sin embargo, dependiendo de la especie pueden presentar la enzima
de Familia I o II. Se ha encontrado que las especies que tienen H*PPasa, poseen
PPasa citoplasmica de Familia I, mientras que las que carecen de ésta, poseen

PPasa citoplasmica de Familia II (Romero et al, 2003; Celis et al, 2003).

La presencia de H*PPasa dentro de la familia de bacterias fotosintéticas
parpura no sulfurosas pudiera ser un requerimiento indispensable para su
crecimiento en intensidades luminosas bajas, ya que solo las especies que poseen
naturalmente la enzima pueden crecer en intensidades luminosas muy bajas (2
W/m?) (Garcia-Contreras et al, 2004). Sin embargo, es probable que en esta
capacidad de crecimiento intervengan varios factores, como el tipo de pirofosfatasa
citopldsmica que las bacterias posean. La presencia simultanea de la H*PPasa y la
sPPasa de Familia I debe requerir una estricta regulacion para que no se presente
desperdicio de energia. Asi mismo se ha reportado que el gen de la H*PPasa se
induce en respuesta a condiciones de estrés indicando una fuerte regulacion
transcripcional (Lopez-Marques et al, 2004). En estas situaciones la H*PPasa debe
estar generando gradiente electroquimico de H* para ser utilizado entre otras
cosas, para la sintesis de ATP, esto indicaria que las bacterias fotosintéticas usan al
PPi como una fuente de energia a “bajo costo”, permitiéndoles una importante

ventaja adaptativa.
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III.  Planteamiento del problema

El interés cientifico en microorganismos extremofilos, especialmente en
hiperterméfilos, termoacidoéfilos e hiperhaléfilos, ha incrementado recientemente.
Una razén de este interés es la necesidad de entender los mecanismos bioquimicos
envueltos en estas condiciones extremas para hacer un posible uso biotecnolégico
de las enzimas y moléculas de estos organismos. Entre las bacterias extremofilas,
las termdfilas son las que han sido estudiadas mads intensivamente. En contraste,
los menos estudiados son los microorganismos haléfilos. Hasta ahora la
investigacion microbiol6gica en esta area ha sido enfocada a los microorganismos
aerobios, relativamente pocos trabajos se han reportado sobre haléfilos anaerobios

(Ollivier et al., 1994; Toledo et al., 2006).

Las pirofosfatasas citoplasmicas son enzimas constitutivas y su
comportamiento bioquimico ha sido estudiado principalmente en eucariotas
(plantas superiores, levaduras y algas), en bacterias ha sido principalmente
caracterizada en E. coli y en las bacterias fotosintéticas Rhodospirillum rubrum y
Rhodobacter sphaeroides, con el estudio de la enzima en estas tres especies de
bacterias es imposible determinar las caracteristicas generales (como son: la
actividad de hidrdélisis, el requerimiento de cofactores, el perfil de pH, el peso
molecular, etc.) de las PPasas citopldsmicas bacterianas. La determinacion de
caracteristicas en un mayor ndmero de especies ayudard a realizar una
comparacion menos sesgada, ademas de plantear diferencias y similitudes entre las
PPasas de bacterias fotosintéticas purpura no sulfurosas ya caracterizadas y la

PPasa de Rhodovibrio sodomensis.

[20]



Caracterizacién Bioquimica de la Pirofosfatasa Citopldsmica de la Bacteria Fotosintética Rhodovibrio sodomensis

IV.  Hipotesis

Si la bacteria fotosintética haléfila Rhodovibrio sodomensis se encuentra sometida a
condiciones extremas en su ambiente natural (alta salinidad, mucha desecacion y
poca cantidad de luz), y se ha descrito que en algunas bacterias fotosintéticas como
Rhodospirillum rubrum, ademds de tener PPasa citopldsmica de Familia I, tiene la
H*PPasa que colabora en el crecimiento en condiciones de baja energia; entonces al
realizar la caracterizacion enzimatica se espera que el tipo de PPasa citoplasmica
presente en Rhodovibrio sodomensis pertenezca a la Familia I y por ende que tenga

H+*PPasa.
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V.  Objetivos

Objetivo general

Caracterizar bioquimicamente la pirofosfatasa citoplasmica de la bacteria
fotosintética purpura no sulfurosa, mediante la evaluacion de su actividad
hidrolitica especifica, el requerimiento de cofactores, el perfil de pH y la obtencion

de su peso molecular.

Objetivos particulares

Proliferar la bacteria Rhv. sodomensis a través de la seleccion de las condiciones

6ptimas del medio (concentracién de NaCl), el cultivo y cosecha de bacterias.

Establecer el tiempo en el que los cultivos de Rhv. sodomensis alcanzan la fase

logaritmica tardia.

Determinar la existencia de H*PPasa a través de la extraccion de cromatoforos y la

medicion de su actividad hidrolitica.

Extraer y purificar la enzima pirofosfatasa citoplasmica de Rhodovibrio sodomensis
utilizando técnicas convencionales como la ruptura celular, precipitaciéon con

sulfato de amonio y didlisis.

Determinar la actividad especifica de la PPasa citopldsmica de Rhodovibrio

sodomensis, midiendo el f6sforo inorgénico producto de la hidrélisis del pirofosfato.

Determinar el tipo de PPasa citopldsmica presente en la bacteria fotosintética
Rhodovibrio sodomensis, mediante la evaluacion de su actividad especifica, su

comportamiento con cationes divalentes y su peso molecular.
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VI.  Material y método

6.1. Cultivo de Bacterias

En todos los experimentos se utilizé la cepa tipo DSM No. 9895 de la bacteria

fotosintética Rhodovibrio sodomensis obtenida de DSMZ en 2006.

6.1.1. Medio de cultivo para Rhodovibrio sodomensis
a) Medio liquido:

El medio de cultivo utilizado fue el 747: DSIC modificado de acuerdo a DSMZ

2008, para el cual se prepararon las siguientes soluciones:

Solucion A:

Cantidad para 50 litros Concentracion mM

NaCl 31250 g 1 069. 00
NH,4Cl 250 g 9.34
KH2PO,4 300 g 443
K>S0, 1250 g 14.32
Acetato de sodio 1000 g 24.35
NA:S,0; x 5 H:O 50 g 0.40

Extracto de levadura 375 g e
Vitamina Bz (10 mg/ 100 ml H>O) 50 m e
Solucién de elementos traza SL-10* 50 m e
MOPS buffer 1060 g 9.00

Se ajust6 el pH a 7, con HCl 0 NaOH, y afor6 con agua desionizada. Se esteriliz6

a 120 °C por 20 min.
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Solucion B:

Cantidad para 5 litros Concentracion mM
MgCl: x 6 HO 500 g 491.85
CaCl; x 2H,O 10 g 17.00

Se ajust6 el pH a7, con HCl o NaOH, vy afor6 con agua desionizada. Se esteriliz6 a

120 °C por 20 min.

Solucion C:

Cantidad para 1 litro Concentracion mM

NaHCO; 833 g 0.11

Se aforé con agua desionizada y filtré en condiciones estériles en una membrana

milipore de 0.2 ym.

*Solucion de elementos traza SL-10:

Cantidad para 1 litro Concentracion mM
HCI (7.7 M; 25%) 10.0 ml 77.00
FeCl; x 4H>0O 15 g 7.70
ZnCl, 700 g 513.00
MnCl; x 4H0 1000 g 505.00
H3BOs 60 g 97.00
CoClz x 6H20 1900 ¢ 1220.00
CuCl: x 2H,0 20 g 11.70
NiCl; x 6H2O 240 ¢ 100.00
Na;MoOq x 2H,O 360 g 148.00

Primero se disolvi6 el FeClz en el HCl, después se diluy6 en agua, se adicionaron y

disolvieron las otras sales y se afor6 a1 1.
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Por cada litro de a soluciéon A, se agregé 76.92 ml de solucién By 15.38 ml
de solucion C y se nitrogené por 10 min. para desplazar todo el oxigeno posible del

medio antes de sembrar las bacterias.

b) Medio sdlido

Para preparar el medio sélido, se agregd Agar (2% p/v) al medio liquido 747
previamente preparado y se esteriliz6 en autoclave a 120 atm por 20 min.
Posteriormente, cuando estuvo a una temperatura aprox. de 60° C (gelidifica a los
50 °C), se virti6 en cajas de Petri y en viales, ya sélido, se incubaron por 24 horas en
la estufa a 36 °C para asegurar que no estuvieran contaminados por levaduras o

bacterias.

6.1.2. Siembra

A partir de viales con medio sélido que contenian un cultivo de Rhodovibrio
sodomensis DSMZ se comenz6 la proliferaciéon de esta bacteria agregando medio
liquido hasta el tope del vial y colocandolo en la oscuridad por un periodo de 12
horas para favorecer el crecimiento anaerébico y eliminar asi el oxigeno contenido.
Posteriormente, se someti6 a la luz de dos focos con filamentos de Tungsteno de 40

watts, a 30 cm de distancia.

6.1.3. Curva de crecimiento

Para determinar la curva de crecimiento de Rhv. sodomensis, el tiempo en el que las
bacterias alcanzan un crecimiento logaritmico tardio y el valor de salinidad
adecuado del medio 747 se tomaron 12 tubos (dos tubos por cada variacién en la
concentracion de NaCl) conteniendo medio liquido con seis diferentes

concentraciones de NaCl (6, 10, 12, 15y 20 %) y 1.3 ml de cultivo liquido en una

[25]



Caracterizacién Bioquimica de la Pirofosfatasa Citopldsmica de la Bacteria Fotosintética Rhodovibrio sodomensis

proporcion 1:10 (v/v), se tomaron regularmente las Unidades Klett (UK) con
ayuda de un fotocolorimetro Klett - Summerson que mide la absorbancia del
cultivo. Con el fin de obtener el suficiente material biol6gico para la extracciéon de
la enzima, se prepar6 el medio de cultivo liquido y se sigui¢ inoculando 1: 10
(v/v), primero, en matraz Erlenmeyer 125 ml, después en botellas de 1 1y
posteriormente, en botellas de 9 1; cerrandolos con tapones de hule herméticos
dejando la minima cantidad posible de aire dentro, también se dejaron en la

oscuridad por 12 horas.

6.1.4. Cosecha de bacterias

Cuando se alcanzé la fase de crecimiento logaritmico tardio se cosecharon las
bacterias centrifugando a 14 340 RCF xg durante 15 min. a 4°C en una centrifuga
Sorvall RC-5B. La pastilla resultante se resuspendié para lavar los residuos del
medio con 50 mM MOPS, 50 mM KCI pH 7, homogeneizando y centrifugando a
14 340 RCF xg durante 15 min. Se tomo el peso de la botella vacia y el peso de la
botella més la pastilla para obtener el peso hiimedo, se etiquet6 y guardé a -70 °C

en el ultracongelador REVCO.

6.2. Pirofosfatasa membranal

6.2.1. Obtencion de cromatoéforos

Baccarinni- Melandri et al., en 1970 describieron el método para la obtencién de

cromaté6foros que se siguid, bajo algunas modificaciones:

Las bacterias se resuspendieron 1:10 en amortiguador glicilglicina 200 mM pH 7.4
mas 1 mg de DNAsa y 1 mg de MgCL por cada 10 g de peso himedo de las

bacterias después fueron homogeneizadas.
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Las células bacterianas se rompieron por sonicacién con un sonicador
Branson (Sonifer 250) puesto al maximo por 3 ciclos de 2.5 min. de sonicado y uno

de descanso, en porciones de 30 ml. dentro de un bafio con hielo.

La muestra sonicada se centrifug6 a 35 850 RCF xg durante 20 min. para
eliminar la pared celular, células sin romper, capsulas y mantener en el

sobrenadante los cromato6foros y las proteinas citopldsmicas.

El sobrenadante se centrifug6 a 242 000 RCF xg durante 80 min. a 4 °C para
sedimentar los cromatoéforos. La pastilla de cromatéforos se resuspendid en
200 mM glicilglicina, 5 mM EDTA y 5 mM EGTA a pH 7.4 y se centrifugd una vez
mas a 242 000 RCF xg por 80 min. Asi se eliminaron los cationes divalentes de la
preparacion. Se resuspendi6 la pastilla obtenida de la centrifugaciéon anterior con
200 mM glicilglicina pH 7.4 y se centrifugd nuevamente a 242 000 RCF xg por 80
min. Se decant6é y la pastilla resultante se resuspendié en 50 mM glicilglicina
pH 7.4 en una proporcion de 1 g de cromatéforos en 2 ml de buffer. La suspensién
se guardé a 4 °C y se uso6 antes de 2 dias, después de los cuales pierde su actividad

hidrolitica (Sosa y Celis, 1995).

6.2.2. Medicion de la actividad hidrolitica especifica de la H*PPasa

La actividad hidrolitica, se cuantifico como la liberacién de Pi a partir de PPi a
30 °C, en la oscuridad (en un cuarto iluminado con luz verde de seguridad, segtn
Schiff 1972). El medio de reaccién general contenia 50 mM Tris-Maleico pH 6.5,
2 mM NaPPi pH 6.5 y diferentes cationes divalentes en una concentracion de

3 mM.

La reaccion se inici6 al agregar 0.5 mg de proteina aproximadamente, se
incubo por 10 min. y se detuvo al agregar TCA al 6%. El fosfato libre se cuantifico
de acuerdo al método de Summer (1944) basado en la formacién de un complejo

fosfomolibdico reducido por Elon (p-metilaminofenol sulfato + bisulfito de sodio),
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midiendo la absorbancia a 660 nm. La actividad especifica es reportada en umoles
Pi min! mg proteinal. La concentracién de proteina se determiné por el método

de Lowry et al. (1951).

6.3. Pirofosfatasa citoplasmica

6.3.1. Purificacién parcial de pirofosfatasa citoplasmica

La purificacion parcial de la enzima pirofosfatasa como Familia I y como Familia II
se llevo a cabo, bajo algunas modificaciones, de acuerdo al método reportado por

Celis y colaboradores en 2003.

a) Como Familia I

Las bacterias (peso himedo) se resuspendieron en una proporciéon 1:3 (p/v) en
buffer 50 mM Tris-HCI pH 8.6, 10 mM MgCl, 04 mM ZnSOs con un
homogeneizador Potter. Se agregé 1 mg de DNAsa por cada 10 g de peso htimedo
de bacterias. El homogeneizado se dividi6 en lotes de 30 ml. y se sonic6 dentro de
un bafo con hielo, en 3 ciclos de 2.5 min. por uno de descanso en un sonicador
Branson (sonifier 250), constante en el namero cuatro de la perilla del sonicador.
El sonicado se centrifugé a 242 000 RCF xg por 80 min. a 4°C, en una
ultracentrifuga Beckman XL-90. Al sobrenadante se le ajust6 el pH a 8.6 y se tom6
una muestra de 1 ml (extracto crudo) que se mantuvo en refrigeraciéon. El resto se
dividi6 en alicuotas de 15 ml y se calent6 a 60 °C por 5 min. El extracto calentado
tue centrifugado a 35 850 RCF xg durante 20 min. Se tomo6 una muestra de 1 ml. y
de acuerdo al volumen del sobrenadante se calcul6 la cantidad de sulfato de
amonio para hacer la primera precipitaciéon de 0-40%, de 40-50% y de 50-65% (las

cantidades se tomaron de la matriz para la precipitaciéon de proteinas con sulfato
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de amonio reportada por Harris en 1989). Entre cada saturacién se centrifugé a 35
850 RCF xg durante 20 min. en una centrifuga Sorvall RC-5B. Se decanto y la
pastilla se resuspendié con buffer 20 mM Tris-HCl pH 8.6, 0.1 mM ZnSOs. Se
dializé en una membrana YM30 contra 4 1 del mismo buffer con agitacion lenta

durante toda la noche.

b) Como familia II

Las bacterias (peso htimedo) se resuspendieron en una proporcién 1:3 (p/v) en
buffer 50 mM Tris-HCI pH 8.6, 0.4 mM CoSOs con un homogeneizador Potter. Se
agregd 1 mg de DNAsa y 1 mg de MgCl> por cada 10 g de peso himedo de
bacteria. Al homogeneizado se le dio el mismo tratamiento que en la purificacién
como FI para sonicarlo y ajustar el pH. En esta ocasion las saturaciones fueron de
0-60% y de 60-80%, centrifugando después de cada una a 35 850 RCF xg durante 20
min., en una centrifuga Sorvall RC-5B. Se decant6 y la pastilla se resuspendi6 con
buffer 20 mM Tris-HCI pH 8.6, 0.1 mM CoSOs y 5 mM de MgCly, se dializ6 en una

membrana YM30 contra 4 1 del mismo buffer con agitacién.
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6.3.2. Columna cromatografica de exclusion molecular

Se utilizé una columna de Sephacryl S200 HR de 50 cm. de largo por un diametro
de 1.6 cm (100 cm?). Se equilibré con 300 ml de buffer 20 mM Tris-HCl pH 8.6,
0.1 mM CoSOs.

a) Calibracion de la columna

Para obtener la curva de calibraciéon de la columna se utilizaron 3 proteinas con
peso molecular conocido [Citocromo ¢ (12 kDa), ASB (66 kDa) y B-amilasa (200
kDa)], cuya concentracién era de 2 mg/ml. La determinacién de proteina se hizo
por el método cualitativo leyendo la absorbancia del Citocromo ¢ y la B-amilasa a
400 nm, del ASB a 280 nm con ello se determiné la fracciéon que presentaba la
maxima densidad 6ptica y se grafico contra el logaritmo del peso molecular para

obtener la ecuacién de la recta.

b) Carga de la columna

La muestra dializada (del apartado 6.3.1. inciso b)) se carg6 en la columna que se
equilibré con buffer 20 mM Tris-HCl pH 8.6, 0.1 mM CoSOy, para colectar 80
fracciones de 50 gotas (3 ml) cada una mediante un colector de fracciones Gilson.
Se determiné la proteina de manera cualitativa midiendo la absorbancia a 280 nm.
Con el volumen de elucién se determiné su peso molecular. Las fracciones que
presentaron proteina se les determiné la actividad hidrolitica de la PPasa
citoplasmica, se graficé y se decidié juntar las fracciones de mayor actividad,
posteriormente, se concentr6 con una membrana CENTRICON YM30 y se

determinoé su concentracién por el método de Bradford (1976).
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6.3.3. Determinacién de la actividad hidrolitica de la PPasa citoplasmica

Para la cuantificacion de la actividad hidrolitica se utiliz6 la enzima dializada. La
actividad hidrolitica o actividad de la pirofosfatasa citopldsmica, se cuantific6
como la liberacion de Pi a partir de PPi a 37 °C, en presencia de cationes
divalentes (MgCla, MnCl, CoClz, ZnCl; y CaClz). El medio de reaccion en general
contenfa: 50 mM Tris-HCl pH 8.6, 2 mM NaPPi, 3 mM de catién y agua
desionizada. La determinaciéon se hizo bajo las mismas condiciones para los

extractos de la Familia I y de la Familia II.

La reacciéon se inici6 al afiadir aproximadamente 35 pg de la PPasa
citoplasmica purificada parcialmente, el medio se incub¢ a 37 °C durante 10 min. y
la reacciéon se detuvo al afiadir TCA a una concentraciéon final de 6%. EI Pi
presente se cuantific6 con el método de Summer (1944). La actividad especifica se
refiere como pmoles Pi min'! mg de proteinal. Las modificaciones a este método

se especifican en los pies de figura de la seccién de resultados.

6.3.4. Determinacion de proteina

Se utilizaron 3 métodos diferentes para determinar la concentracion de proteina, el
empleo de cada uno de éstos, se especifica en el pie de pagina de cada figura o en
el apartado correspondiente y depende de la concentracién aproximada de

proteina esperada.

a) Método de Lowry

La concentraciéon de proteina purificada se cuantificé por el método propuesto por
Lowry y colaboradores en 1951, para ello, 20 y 40 pl de muestra (diluida 1:10) se
completaron con agua desionizada hasta 0.4 ml y luego se agreg6 2.5 ml. de

solucion alcalina (Na2COs al 2% en NaOH 0.1 N; CuSOs 5H>O al 1% y tartato de
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sodio-potasio al 2%; [100:1:1]), se dej6 reposando por 10 min. Después de ese
tiempo se agregd 250 pl del RFC (diluido 1:1 en agua desionizada). Luego de 30
minutos de reposo se ley6 la absorbancia a 656 nm en un espectrofotémetro LUCY
1 de Anthos Lactec Instrumens, el resultado se multiplicé por 10. Como proteina

estandar se utiliz6 ASB 1mg/ml y como blanco se utiliz6é agua mas los reactivos.

b) Método de Bradford

El método de Bradford tiene una sensibilidad para detectar de 1- 10 mg de
proteina y se basa en el empleo del colorante azul de Commassie cuyas
disoluciones acuosas en presencia de 4cido fosférico tienen un color pardo y que,
al encontrarse en el entorno hidrofébico del interior de una proteina, origina un
color azul intenso que se puede medir facilmente (Bradford, 1976).

Para este método se preparé una curva patréon con ASB 1 mg/ml, el
volumen final de los tubos se llevé a los 100 pl con agua desionizada. Los extractos
problema se colocaron en tubos con 20 y 40 pl de muestra y se completaron con
agua desionizada hasta 100 pl y luego se agregaron 3 ml del reactivo de Bradford
(Azul brillante G, &cido fosférico y metanol), se agité y se leyé en el
espectrofotometro LUCY 1 de Anthos Lactec Instrumens la absorbancia a 600 nm.

El blanco tenia de agua desionizada mas el reactivo.

c¢) Meétodo cualitativo
Para este método se colocé un mililitro de la muestra en una celda de cuarzo de
1 cm3 y se midi6 la absorbancia en un espectrofotémetro Beckman DU 650. Las
longitudes de onda a que absorben las diferentes proteinas y por ende a las que se
leen, se especifican en cada una de las secciones donde se utiliza este método

(Harris, 1989).
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6.3.5. Geles de poliacrilamida

Se prepararon geles de poliacrilamida (PAGE) con un porcentaje de 10 para el gel

separador y 4 para el gel concentrador de acuerdo al Cuadro 1.

Cuadro 1. Geles de poliacrilamida

Reactivo Gel separador (10%) Gel concentrador (4%)

Concentracién Concentracién
1 final final
m % ml %

Agua 4.816 2.825
Acrilamida 30% -Bisacrilamida 0.8% 3.330 33.30 0.666 13.32
Buffer resolvedor (0.375 M Tris-Cl pH 8.8) 1. 250 1250 - e
Buffer concentrador (0.5 M Tris-ClpH 6.8) ~ -—-—--- - 1. 250 25.00
Persulfato de amonio 1.5% 0.500 5.00 0.250 5.00
TEMED 0.010 0.10 0.007 0.14
SDS* 0.100 1.00 0.050 1.00

*Solo se agrega a geles en condiciones desnaturalizantes

El porcentaje de agua se agregé en funcién de si el gel es nativo o en condiciones desnaturalizantes
y es ajustado al 100%.

6.3.5.1. Determinacién de actividad hidrolitica en gel

Para indicar la existencia de actividad hidrolitica en gel (Zimograma) se realiz6
PAGE de la muestra de PPasa. Al gel, en condiciones nativas, se agregd
aproximadamente 0.05 a 0.12 mg de proteina mas 15 pl de mezcla de digestion
(0125 M Tris-HCl pH 6.8, 20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, 0.004% azul
bromofenol). Se corrié a 20 mA el gel concentrador y a 40 mA el gel separador a
4 °C con buffer de electroforesis (0.025 M Tris, 0.192 M de glicina, pH 8.3). Para
medir la actividad hidrolitica en el gel se prepararon las disoluciones indicadas en

el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Disoluciones para realizar actividad en gel.

Solucién I Solucion II Soluciéon II

20 mM Tris-HCl pH 8.6 50 mM Tris-HCl pH 8.6 10%  Molibdato-H>SO,4
[5% de (NH4)(, Moy Ox* 4H,0O;
40% H2S04 10N]

5 mM MgCl, 90% H,S504 0.5 M
3 mM NalPPi 1.5 % Ac. Ascorbico

El gel se lavo en la solucién I y se mantuvo con agitacion durante 15 min.,
con el fin de cambiar el pH. Una vez que transcurri6 el tiempo, el gel se pasé a la
solucion II (medio de reaccién) y se mantuvo en bafio de agua a 37 °C durante 15
min. e inmediatamente después del tiempo de reaccién se lavé con soluciéon I.  Por
altimo, se revel6 el gel con solucion III en bafio de agua a 45 °C hasta que se
observaron las bandas de actividad. Fue medido el frente del gel (se tom6 la
distancia recorrida por el azul de bromofenol) y la distancia recorrida por la
enzima, con lo cual se determiné el Rf, que es especifico para la enzima. Los

célculos se hicieron bajo la siguiente relacién:

Distancia que migra el frente del gel

Rf =

Distancia que migra una determinada proteina

Después el gel se tifi6 con colorante Azul de Commassie (Sung-Jong e
Ishikawa 2005), para verificar de manera cualitativa el grado de purificacion y

ubicar la proteina en el gel.
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6.3.5.2. Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

Para conocer el peso molecular y de cudntas unidades estd formada la enzima, se
realiz6 un gel en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de segunda
dimensién (al buffer de corrida de geles en condiciones desnaturalizantes también
se le agregé 1% SDS pH 8.3), utilizando marcadores de peso molecular como
estindar y la sPPasa purificada de la columna de exclusion molecular.

Posteriormente, se tind con colorante Azul de Commassie.

La movilidad electroforética relativa (Rf) es inversamente proporcional al
logaritmo del PM. Trazando un grafico con los estandares de PM conocido
(Cuadro 3.), se obtuvo una ecuacién de referencia en la cual se pudo interpolar la

muestra de PM desconocido (Garcia, 2000).

Cuadro 3. Marcadores de peso molecular (SIGMA)

Marcador Peso molecular
kDa
a-lactalbumina 14.2
Anhidrasa carboénica (eritrocito bovino) 29.0
Albumina de huevo 45.0
Monémero 66.0

Albumina suero de bovino
Dimero 132.0

Todos los experimentos se realizaron por lo menos 3 veces y los resultados
se obtuvieron como la media de los datos (Richter y Schafer, 1992; Escobedo, 1998).
Los reactivos fueron de grado quimico y se obtuvieron de proveedores

comerciales.
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VII. Resultados

7.1. Curva de crecimiento

De acuerdo a la curva de crecimiento obtenida de Rhv. sodomensis (Grafica 1.) se
tij6 un tiempo de 12 dias (288 hrs.) para cosechar las bacterias, ya que en este
tiempo se alcanza la fase logaritmica tardia. La cantidad 6ptima de NaCl para el
medio se establecié en 6%; con los otros porcentajes de NaCl en el medio se
registré nulo crecimiento bacterial. El 6% de NaCl en el medio de Rhv. sodomensis
representa una minima cantidad de NaCl con respecto al 12% requerido en el
medio 747 y en funcién del 29% de sales disueltas (cloruro sédico, cloruro potésico

y bromuro magnésico) en el Mar Muerto (Extreme Science 2008).
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Gréfica1l. Curva de crecimiento de Rhodovibrio sodomensis, con una concentracion de NaCl de 6%
en el medio.
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7.2. Espectroy tinciéon de Gram

El espectro obtenido del cultivo de bacterias diluido 1:10 con agua desionizada
muestra concordancia en muchos de los picos del espectro que han sido reportados
en la bibliografia (Imhoff 2005; Mack et al., 1996) (Fig. 7.), el pico de 377 que no
aparece es porque el espectro estaba sélo con luz visible, el otro pico de 421
corresponde a la bacterioclorofila @ y su ausencia obedece seguramente a la
diferencia de medios utilizados entre los autores (cromatéforos) y el utilizado en
estos ensayos (bacterias vivas). Estos picos leidos son suficientes para hacer la
comparacion. Con este espectro se puede deducir que la cepa de Rhv. sodomensis no
estaba contaminada con otras especies de bacterias fotosintéticas. Con la tincién de
Gram descartamos la contaminaciéon de hongos y otras especies de bacterias. En

ambos casos se observé que el cultivo estaba libre de contaminantes.

Reportados 337 427 488 516 551 591 803 875-880
Observados 403-406.5 482 513 550 590 801.5 877

Fig. 7. Comparacion de los puntos en el espectro de absorciéon reportados (Imhoff 2005 y Mack 1993)
y observados experimentalmente en la cepa trabajada, en nm.
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7.3. PPasa membranal

No se registr6 actividad hidrolitica alguna de la H*PPasa en el extracto de
cromaté6foros hecho de Rhv. sodomensis bajo ninguna de las condiciones ensayadas
reportadas en el método. En el Cuadro 4. se presentan los resultados obtenidos de
actividad hidrolitica de la H*PPasa de tres bacterias fotosintéticas purpura no
sulfurosas, incluyendo Rhv. sodomensis, bajo las mismas condiciones de

purificacion y medio de reaccion.

Cuadro 4. Actividad EsEeCiﬁca de la H*PPasa

Rsp. rubrum Rba. sphaeroides Rhv. sodomensis
AE* 0.10 0.00 0.00

* pmol Pi (min mg de proteina)-!

7.4. Caracterizacion de la PPasa citoplasmica

7.4.1. Familia de la PPasa citoplasmica de Rhodovibrio sodomensis

Para los ensayos de caracterizacién bioquimica se utiliz6 la enzima PPasa
citoplasmica purificada parcialmente (Gémez-Garcia, 2007) como FII (obtenida
después de la primera didlisis) debido a que mostré mayor actividad hidrolitica. La
PPasa citoplasmica de Rhv. sodomensis se purifico parcialmente de acuerdo al
método propuesto para la purificaciéon de la Familia I y también del propuesto
para la Familia II, con ambos extractos se obtuvo una actividad hidrolitica muy
cercana, para FI 4.140 umol Pi (min mg de proteina)! y para FII se registré una
actividad de 5.343 pmol Pi (min mg de proteina)’ (Grafica 2.), ademds ambos
extractos mostraron un comportamiento similar frente a los diferentes cationes
divalentes. La actividad especifica de la sPPasa purificada en la columna de

Sephacryl S200 HR fue de 11.145 pmol Pi (min mg de proteina)-'.
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Grifica 2. Comparacién de la actividad hidrolitica especifica de la PPasa citopldsmica de Rhw.
sodomensis purificada parcialmente como FI y como FII. El medio de reaccién fue 50 mM de Tris-
HCI pH 8.6; 2mM NaPPi, 3 mM de cationes divalente (Mg?*, Mn?*, Zn 2+, Co?* o Ca?*) y 35 pug de

proteina. El tiempo de incubacién fue de 10 min a 37°C.

Para constatar si eran dos proteinas diferentes se realizé un Zimograma. Se
encontré que las bandas de la actividad hidrolitica se marcaban a la misma
distancia (tienen el mismo Rf), por lo cual se establecié que es la misma enzima y
que cualquiera de los dos métodos sirven para su purificacion. En este gel se
incluyeron extractos dializados de la sPPasa de Rhodospirillum rubrum [prototipo
FI (Romero et al., 2003)] y de Rhodobacter sphaeroides [prototipo FII (Celis et al.,
2003)] como referencia de los dos tipos de PPasa citopldsmica reportados en
bacterias fotosintéticas puarpura no sulfurosas. Los extractos de sodomensis

corrieron con un Rf intermedio al de Rba. sphaeroides y Rsp. rubrum ( Fig. 8.).
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Fig. 8. Zimograma de los extractos dializados de la sPPasa de Rhv. sodomensis purificada

como FI'y como FII.

Se hicieron ensayos preliminares donde la sPPasa de Rsp. rubrum se purificé
bajo las condiciones para la Familia II y Rba. sphaeroides como FI para tomar de
referencia de que tan selectivos eran estos dos métodos para cada familia y si las
sPPasas de estas especies se comportaban como la de Rhv. sodomensis,
encontrandose que ninguna de las dos proteinas de estas spp. se podian purificar

por ambas formas.
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7.4.2. Perfil de pH

La PPasa citopldsmica de Rhv. sodomensis cataliza la hidrolisis del complejo
Mg-PPi> sobre un amplio intervalo de pH. Por medio de un anélisis grafico del
logaritmo de la velocidad méxima aparente contra el valor de pH, modelo
diproético (Segel 1975), se encontré que el pH 6ptimo de la enzima tiene un valor
de 9.25. Con otros complejos Me-PPi>*, como Mn-PPi?> y Co-PPi* la actividad
hidrolitica disminuye por abajo del 20% de la actividad registrada con el complejo
Mg-PPi>. En el caso del complejo Co-PPi*, se observa que tiene una ligera
predileccion por pH &cido y que decrece al incrementarse la alcalinidad

(Gréfica 3.).

Grafica 3. Perfil de pH de la PPasa citoplasmica de Rhv. sodomensis. El medio de reaccién fue 50
mM de Tris-HCI ( pH 7-9) , Gly- Gly ( pH 9.5-10), respectivamente; 2mM NaPPi, 3 mM MgCl»

( ™) 6 MnCL, (™7 0 CoCl, (77) y 35 pg de proteina. El tiempo de incubacién fue de 10 min a
37°C.
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VIII. Discusion

La pirofosfatasa citopldsmica de la bacteria fotosintética haléfila Rhv. sodomensis a
diferencia de las sPPasas de otras bacterias fotosintéticas parpura no sulfurosas y
no haldfilas reportadas en la bibliografia se puede purificar por los dos métodos
propuestos (FI Y FII), un comportamiento compartido con Rhodovibrio salinarum
bacteria haléfila ensayada en nuestro laboratorio (Celis, en preparacién). Esto
indica la utilizacion del Zn?* y del Co?* como protectores, ademds de incorporar al
Mg?* en esta funcion. Hasta ahora no se ha determinado si es una propiedad que
solo presentan las bacterias fotosintéticas purpura no sulfurosas salinas, ni
tampoco se ha establecido el papel biologico que representa esta diversidad
catiénica utilizada como protectores. Hay que recordar que estas bacterias
extremofilas estan expuestas a ambientes adversos y que requieren de mecanismos
que ayuden a continuar los procesos biolégicos y que sean fisiologicamente

versatiles (Unemoto et al., 1973; Ollivier et al., 1994; Madigan, 2003).

La separacion que se lleva a cabo en el gel de electroforesis en condiciones
nativas se explica porque la velocidad de migracion electroforética depende de la
carga de la molécula, su peso molecular y su estructura tridimensional bajo la
influencia de un campo eléctrico (Garcia, 2000), de ello se deduce que las PPasas
pertenecientes a las tres diferentes spp de bacterias fotosintéticas utilizadas para el
PAGE difieren en su peso molecular o su carga, sobre su estructura tridimensional
no hay elementos para hacer alguna afirmacién sobre la posibilidad de que la
sPPasa de Rhv. sodomensis sea 0 no una isoforma de cualquiera de las dos sPPasas

descritas en bacterias fotosintéticas purpura no sulfurosas.

Respecto al perfil de pH, la actividad hidrolitica disminuye
significativamente a valores de pH menores de 8.5 y mayores a pH 10, atin asi esta

actividad es suficientemente alta para sostener el papel vital de la PPasa
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citoplasmica (Richter y Schafer 1992). De acuerdo a Segel (1975), el declive en la
actividad enzimatica puede ser resultado de la formacién de una modalidad iénica
inapropiada del sustrato, la enzima o ambos; de acuerdo a Klemme y Gest (1971) a
altos valores de pH en presencia de Mg?* la afinidad de la enzima por el sustrato es
maxima, las propiedades cinéticas de la enzima presentan una dependencia a los

valores de pH.

Parte de la tolerancia y estabilidad frente a altas temperaturas se observa en
uno de los pasos de la purificaciéon como Familia I, donde se somete al extracto
crudo a 65 °C por 5 min., en ese caso es atribuible a la proteccion que ejerce el
cation Zn?* sobre la enzima (Klemme y Gest 1971). La temperatura de maxima
actividad de la enzima es casi 10 °C mayor a la temperatura 6ptima de crecimiento
de la bacteria en condiciones naturales. La diferencia entre la temperatura éptima
de la PPasa y la temperatura 6ptima de crecimiento de Rhv. sodomensis da indicios
de la utilidad de los cofactores para la termofilicidad en células (Richter and

Schafer 1992).

En la Grafica 5. se observa que la activacion llevada a cabo por la
temperatura, cuando ya estd formado el complejo Mg-PPi?, es mucho mas
eficiente llegando a incrementar la actividad a méas del doble de lo que se registra a
37 °C; en un experimento se determin¢ el grado de hidrolisis del PPi producto de
la exposiciéon al calor, sin la presencia de la enzima y del cation a 75 °C (estudios
preliminares), este valor sélo tuvo un promedio del 10% de la cantidad de Pi
cuantificado frente al 100% de la actividad registrada con proteina a 37 °C. Es
decir, el calor hidroliza al PPi en aproximadamente un 10% de lo que lo hace la

enzima-sustrato en un medio a 37 °C.

La enzima es muy especifica para el sustrato MgP>O7?> como la PPasa de la
mayoria de los organismos, en contraste con la PPasa de mitocondrias de tejidos de
mamiferos o extractos de células HelLa que poseen alta actividad hidrolitica con

otros sustratos usualmente nucleétidos fosfatados (Wang y Strittmatter, 1975).
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Josse (1966) y a Lahti (1983) plantearon que el PPi* acttia como un inhibidor
competitivo, debido a que se une hasta 50 veces mas estrechamente al sitio activo
de lo que lo hace el sustrato verdadero, MgPPi>. El caracter sigmoideo de la curva
no necesariamente indica un comportamiento aldsterico de la enzima. En este caso

la forma sigmoide denota como consecuencia de que el verdadero sustrato es

MgP>O7%y el PO7* es un inhibidor (Baykov et al., 1996).

La mayor actividad hidrolitica de la PPasa citoplasmica de Rhv. sodomensis
se obtiene cuando hay dos moléculas de Mg?* por cada molécula de PPi*. En los
resultados, se pueden identificar dos papeles que juega el Mg? en la actividad de
la PPasa de Rhv. sodomensis, el primero como parte importante del sustrato
verdadero, MgPPi> (Cuadro 5.) y el segundo como un activador (Grafica 6.). Sin
embargo este no es un comportamiento general de la familia Rhodospirilleceae, ya
que Goémez-Garcia (2007) ha descrito el comportamiento de las sPPasas de distintas
bacterias fotosintéticas y con ello mostr6 una marcada variabilidad sobre la
dependencia de cationes, como las enzimas de Rsp. rubrum y Rhodopseudomona
viridis que son dependientes al Mg?*; la sPPasa de Rba. capsulatus que prefiere al
Mn?* para llevar a cabo la hidrélisis del PPi* o como en Rhodopseudomona palustris,
cuyo sustrato 6ptimo es el que se forma con el cation Fe?* y el PPi*. De acuerdo a
este autor, esta gran variabilidad en la dependencia de cationes entre las PPasas de
bacterias fotosintéticas obedece a sus adaptaciones a ambientes metabdlicos

especificos.

En el Mar Muerto la concentraciéon de MgClz supera el 1 M, dos grupos de
procariotas que lo habitan pueden ser definidos en base a sus requerimientos de
Mg?*. Los que tienen altos requerimientos (0.5 M) de Mg?* para su crecimiento
6ptimo y son altamente tolerantes (arriba de 1.8 M) al Mg?*; en contraste hay otros

organismos, como Rhv. sodomensis, cuyo crecimiento éptimo se encuentra entre el

0.1-0.3 M de Mg?* y crece muy pobremente arriba del 0.6 M de Mg?* (Oren 1983),
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en el medio 747: DSIC la concentracion final de Mg?* esta en 37.83 mM, muy por

debajo del 6ptimo reportado.

El papel primario de las sales en el metabolismo de las bacterias haloéfilas es
descrito como una funcién regulatoria en las actividades enzimaticas, y
particularmente sobre la PPasa ejercen un papel inhibidor. Un grupo de
investigadores de Japon (Unemoto et al., 1973), trabajando con la bacteria
moderadamente haléfila Vibrio alginolyticus, encontraron que en presencia de altas
concentraciones de magnesio libre no se presentaba tal efecto de las sales sobre la
actividad enzimatica de la PPasa. El magnesio es particularmente importante para
las bacterias salinas, lo que explica que actué como protector, activador y parte del

sustrato en la PPasa citopldsmica de Rhv. sodomensis.

La inhibicién del fluoruro sobre la PPasa membranal y PPasa citopldsmica
de FI es explicada por la formacion del complejo E-PPi-F (1:2:2) que es sumamente
estable (T1/2 ~ 2 dias a 4°C pH 7.5), donde el PPi es unido covalentemente a la
enzima. Baykov y sus colaboradores en 1977, para explicar la inusual estabilidad
de esta asociacion, proponen un mecanismo de unién simultdnea del fluoruro y del
PPi al sitio activo de la enzima, donde se asume que la unién ocurre de una
manera en que hay un impedimento mutuo entre el fluoruro y el PPi para liberar al
sitio activo de la pirofosfatasa. Por lo que, el fluoruro se considera un potente
inhibidor a nivel del sitio activo de estas enzimas, ya que impide la unién de los

cationes que son indispensables para la actividad catalitica de las PPasas.

La magnitud y el significado real de Vmax y Km pueden cambiar de una
enzima a otra y estos valores describen un estado estacionario de la reaccién sin
aportar informacion sobre la naturaleza, velocidad y niimero de los pasos discretos
de la reaccién, atn asi estos valores sirven para caracterizar y comparar las
eficiencias cataliticas de las enzimas. Bajo las condiciones ensayadas

(equimolecularidad de Mg?* y de PPi*), se obtuvieron 2/3 partes de la actividad

(54]



Caracterizacién Bioquimica de la Pirofosfatasa Citopldsmica de la Bacteria Fotosintética Rhodovibrio sodomensis

registrada cuando la relacion Mg?*/PPi> = 1.5. El valor de Km obtenido muestra

poca eficiencia de la PPasa hacia el sustrato.

La sPPasa de Rhv. sodomensis no muestra un comportamiento que pueda ser
estandarizado y catalogado para ubicarla en una de los dos familias de PPasa
citoplasmicas descritas hasta el momento, presentes en bacterias fotosintéticas
parpura no sulfurosas ni en la forma de purificaciéon ni en su comportamiento en
gel de electroforesis. La mayoria de sus caracteristicas bioquimicas se encuentran
relacionadas con las PPasas de Familia I (Cuadro 6.); como la ausencia de actividad
hidrolitica sin catién y la alta sensibilidad a la inhibicién por NaF. EI cation Mg?*
es parte primordial de su sustrato verdadero y como funciona como activador, no
asi el Mn?*, que para la FII funciona al igual que el Mg?* como activador y parte del
sustrato, su peso molecular de 151 kDa, claramente mayor al PM citado para las
PPasas de FII. Aunque presente estas caracteristicas, la mayoria de FI, no cumple
con la correlaciéon que se ha manejado entre la presencia de PPasa citoplasmica de
Familia I y la existencia de actividad hidrolitica de la H*PPasa, ademds de tener
una actividad hidrolitica mayor a la reportada para Familia I. De acuerdo con lo
anterior, y a espera de mas evidencia experimental, se abre la posibilidad de la
existencia de un nuevo tipo o Familia de PPasa citopldsmica, anexa a las dos ya

existentes.
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IX. Conclusiones

% En cuanto al crecimiento de la cepa tipo DSM No. 9895 de la bacteria
fotosintética Rhodovibrio sodomensis, la 6ptima concentracién de NaCl en el
medio es de 6% y el tiempo de generacién es de 12 dias.

< No se encontré actividad hidrolitica de H*PPasa.

% Al igual que la sPPasa de la bacteria fotosintética haléfila parpura no
sulfurosa Rhv. salinarum la sPPasa de Rhv. sodomensis puede ser purificada
como FI y como FII, presentando mayor actividad hidrolitica cuando es
purificada como FII

% Tiene un comportamiento electroforético diferente (Rf intermedio) a la
sPPasa de Rps. rubrum (FI) y a la sPPasa de Rba. sphaeroides (FII).

% La caracterizacion de la PPasa se presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro 6 Caracteristicas bioquimicas de la sPPasa de la bacteria Rhodovibrio sodomensis

pH o6ptimo 9.25
Termoestabilidad (°C) 35-65
Temperatura activacion (°C) 55
Sustrato MgP,O7*
Cation activador Mg?*
Inhibidores NaF y PPi>
Actividad con diferentes cationes divalentes Mg2+>Mn2* > Zn2+~ Co2* > Ca2*
Km (mM) 0.138
Vmax* 3.49

PM (kDa) 151
Subunidades moleculares Dos de 75 kDa

* pmol Pi min"! mg de proteina con concentraciones equimoleculares de sustrato
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