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RESUMEN 

CARACTERIZACIÓN BIOQU(MICA Y MOLECULAR DE LA PIROFOSFATASA 
MEMBRANAL DE Rhodopseudomonas palustris. 

Las pirofosfatasas membranales (PPasas) están presentes en algunas 

bacterias y en vacuolas de las plantas. Son enzimas que utilizan la energla de la 

hidrólisis del enlace de alta energia del PPi para translocar W a través de la 

membrana en que están situadas, por lo que se denominan H+PPasas. Se ha 

descrito que la bacteria fotosintética Rhodospiri/lum rubrum posee una WPPasa 

que no solo es capaz de hidrolizar PPi sino también sintetizarlo de una manera 

acopiada al gradiente electroqulmico de H+ y en este sentido es el único modelo 

alternativo a la ATP sintetasa para el estudio de la transducción energética y de 

los mecanismos de sintesis de uniones de alta energia. 

Las H' PPasas de vacuoias han sido ampliamente estudiadas, sin embargo, 

dentro de las bacterias solo la de R. rubrum se ha caracterizado, por lo que es 

necesario ampliar el estudio de las H+PPasas bacterianas para determinar las 

caracteristicas generales de estas enzimas. Por estas razones el objetivo de este 

trabajo fue la caracterización bioqulmica y molecular de la WPPasa de la bacteria 

fotosintética Rhodopseudomonas pa/ustris. Los resultados mostraron que en 

general, las caracterlsticas bioquimicas de la hidrólisis de PPI por la WPPasa de 

R. pa/ustris en la membrana, son muy semejantes a las de su homóloga en R. 

rubrum (selectividad a sustrato, activación por Mg2
• libre, sensibilidad a inhibldores 

y análogos de sustrato, dependencia de pH, etc). Sin embargo, presenta algunas 

diferencias como una cinética sigmoidal y una energla de activación mayor (Ea= 

62.7 kJ/mol). Asl mismo, la enzima responde pobremente a los desacoplantes 

debido a que las membranas que se obtuvienen no son vesículas selladas. En 

cuanto a fa caracterización molecular, se clonó y secuenció el gen de la H+PPasa 

de R. paluslris. Tiene un tamaño de 2,178 pb con un contenido de G + C de 69%. 

Al Igual que el gen de R. rubrum presenta 2 posibles codones de inicio con sus 

respectivas reglones de unión a ribosoma y una región terminadora rho 

Independiente. La secuencia de aminoácidos que codifica el gen muestra un 63% 

de identidad con la H+PPasa de R. rubrum y alrededor de un 40% con las enzimas 



de vacuola de plantas. Los perfiles de hldropatla sugieren de 12 a 15 cruces 

transmembranales dependiendo del codón de Inicio utilizado. Finalmente se 

Introdujo el gen de la H•PPasa de R. pa/ustris en la bacteria Rhodobacter 

sphaeroides. Esta bacteria carece de esta enzima y técnicamente permite la 

obtención de veslculas de membrana selladas. Las mutantes obtenidas 

presentaron en su membrana actividad de hidrólisis de PPI sensible a 

desacoplantes y slntesis de PPi, aunque estas actividades fueron 

considerablemente bajas. Estos resultados sugieren que la H'PPasa de R. 

pa/ustris podrla ser sintética in vivo. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Generalidades. 

En el proceso fotoslntétlco, la energla de la radiación electromagnética es 

transformada en energla qulmica, ya sea en la membrana tllacoldal de los cloroplastos 

o en la membrana plasmática de las bacterias fotosintétlcas. 

Desde el siglo XVII, se asoció el proceso de la fotoslntesls exclusivamente con 

las plantas, sin embargo, a partir de 1930 con los estudios de Cornellus Van Niel, se 

sabe que ciertas bacterias también pueden llevar a cabo dicho proceso. 

Existen cuatro grupos de eubacterlas (clanobacterlas, tiroclorofitos, bacterias 

verdes y bacterias púrpuras) y un grupo de arqueobacterlas (Ha/obacterlum) capaces 

de realizar fotosintesis. 

La fotoslntesls oxlgénlca llevada a cabo por las plantas, algunas clanobacterias 

y los proclorofitos (un pequeño grupo de procariotes fototrópicos simbiontes 

recientemente descubierto) produce oxigeno, el cual es liberado durante la fotólisis del 

agua, de acuerdo a la siguiente reacción: 

luz 

2H20 + C02 --.. (CH20) + H20 + 02 

Las bacterias verdes. y púrpuras llevan a cabo fotoslntesis anoxigénica en 

donde no existe una liberación de oxigeno molecular, ya que el agua es reemplazada 

por otros reductores como el 82, S20l'.·,· thS. o'po-~ compuestos orgánicos, tales como 
• : -·'- ·-'· .,, •••• ! ' 

malato, succinato, p- hidroxibutlrato, 'étc. Dé. taf:manera, que el concepto moderno de 

fotoslntesis está correctamente re~~~~e'.~tadi; P?r la siguiente reacción de oxido­

reducción propuestá por Van Nlel (1935): · · · 

luz 

2H2A . + C02 --.. (CH20) + 2A + H20 

donde A = donador de electrones. 

El aparato fotoslntétlco puede ser dividido experimentalmente en tres 

componentes estrechamente relacionados tanto en aspectos estructurales como 



funcionales, los cuales son: pigmentos cosechadores de luz, centros de reacción 

fotoqulmlcos y una cadena de transferencia de electrones. La energla .luminosa 

absorbida por los pigmentos antena es transferida a los centros de reacción, donde se 

produce una separación de carga por la liberación de un electrón de la clorofila del 

centro de reacción. Un flujo de electrones es establecido a través de la cadena de 

transporte de electrones asociada a la fotoslntesis, la cual se encuentra acoplada a la 

slntesis de ATP, es decir, la energla derivada de la luz es utilizada para sintetizar el 

ATP (fotofosforllaclón) por la ATP sintetasa. 

Alternativamente, en algunas bacterias púrpuras, la energla del gradiente 

electroqulmlco de protones puede ser acoplada a la slntesls de PPI a través de la 

plrofosfatasa de membrana (H'PPasa). 

En la fotosfntesls anoxlgénica, la slntesls de ATP es la única consecuencia 

qulmlca primaria de la absorción de luz: en cambio en la fotoslntesis oxigénica las 

consecuencias de la absorción de luz son más complejas, ya que su aparato 

fotoslntétlco contiene dos clases diferentes de centros de reacción (fotoslstemas), 

conocidos como tipo 1 y 11. La excitación de los centros de reacción tipo 1, de manera 

análoga a la excitación de los centros asociados a la fotoslntesls anoxlgénlca, puede 

producir un flujo clclico de electrones acoplado a la slntesis de ATP. El papel especifico 

de los centros de reacción tipo 11 es el de realizar la fotólisls del agua. Las dos clases 

de centros de reacción se encuentran Interconectados funcionalmente a través de la 

cadena de transporte de electrones: si los dos fotoslstemas son excitados 

simultáneamente, se produce un flujo de electrones no clclico, ligando la oxidación del 

agua en el fotoslstema 11, con la ~educción del NADP• en el fotosistema 1 y a la 

producción de ATP. 

El mecanismo fotoqÜlmlco relativamente complejo de la fotoslntesis oxigénica 

permite el uso del agua (el cual en general no es un buen donador de electrones), para 

la reducción de nucleótldos de plridlna. 

Los organismos que realizan fotoslntesls anoxigénica obtienen nucleótidos de 

plrimldina reducidos, a expensas de ATP, por medio de un flujo reverso de electrones, 

o bien mediante un flujo de electrones no cfclico desde el donador primario hasta los 

nucleótidos de plridlna. 
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La utilización de fuentes de carbono para el crecimiento fotosintético, es otra 

caracterlstica que distingue a los organismos que realizan fotoslntesis oxigénica de los 

que nlalizan la anoxlgénlca; las clanobacterlas asl como los eucariotes fototrópicos 

dependen exclusivamente del C02 como fuente de carbono, mientras que las bacterias 

verdes y púrpuras además pueden utilizar compuestos orgánicos simples. 

Existe otro tipo de fotoslntesis exclusivo dé la arqueobacteria del género 

Halobacterium; estos microorganismos se desarrollan quimioorganotróficamente y su 

obtención de ATP se basa principalmente en la respiración oxigénica; sin embargo, 

cuando son sometidos a condiciones de limitación de oxigeno, llevan a cabo la slntesis 

de la cromoprotelna bacteriorodopsina, la cual se incorpora en.pequeños agregados a 

la membrana (membranas púrpura). La iluminación de las células de Halobacterium 

que contienen bacteriorodopslna, produce un blanqueamiento de la cromoprotelna, 

acompañado de la liberación de protones al espacio extracelular; el establecimiento de 

un gradiente transmembranal de protones permite la slntesis de ATP, la cual se 

mantiene el tiempo en que las células permanecen iluminadas. Por lo tanto este tipo 

de fotoslntesis no es oxidorreductora. 

1,2. Caracteristlcas de las bacterias púrpuras. 

Las bacterias púrpuras pertenecen a un pequeño grupo de eubacterlas gram­

negatlvas el cual consta de aproximadamente 30 especies, se reproducen por fisión 

binaria aunque algunas especies lo hacen por gemación, la mayorla son móviles y 

poseen flagelo. 

A pesar del tamaño reducido de este grupo, presenta diversidad genética, de 

ahl. que el contenido de G+C promedio en el DNA varia de 46% a 73%; el análisis 

comparativo de las subunldades de RNA ribosomal confirma este hecho. 

Considerando sus caracterlsticas fisiológicas y ecológicas, las bacterias púrpuras 

han sido divididas en dos grupos: 

A) Púrpuras sulfurosas. 

Son anaeróbicas estrictas con un metabolismo predominantemente 

fotoautotrófico, basado en el uso de H2S como donador electrónico. 
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Sus habltats tlpicos son aguas ricas en sulfuro, el cual generalmente es 

producido por la acción de bacterias reductoras de sulfato; géneros representativos de 

este subgrupo son: Thiospirillum, Chromalium, Amoebobactery Thiocystis. 

B) Púrpuras no sulfurosas. 

Poseen predominantemente un metabolismo fotoheterotrófico, son sensibles al H2S y la 

mayorla son capaces de crecer en condiciones aeróbicas en la oscuridad, debido a que 

estas especies poseen una cadena de transporte de electrones aeróbica; algunas otras 

pueden crecer, mediante la fermentación de plruvato y azúcares, en condiciones de 

anaeroblosls y oscuridad. Los géneros Rhodospiril/um, Rhodopseudomonas, 

Rhodobacter, Rhodomlcrob/um, etc, pertenecen a este subgrupo. 

1.2.1. Bacterias púrpuras no sulfurosas. 

Debido a que en este trabajo se utilizó una bacteria púrpura no sulfurosa se 

describirán más ampliamente sus caracterfsticas: 

Las bacterias púrpura no sulfurosas se encuentran ampliamente distribuidas en 

la naturaleza, los cuerpos de agua estáticos como: lodos, pantanos, canales y en las 

orillas de los lagos eutróficos donde existe una rápida producción y descomposición de 

materia orgánica proveen las condiciones óptimas para su desarrollo; sin embargo, no 

han sido encontradas acumulaciones masivas observables a simple vista como las 

descritas para las bacterias púrpura sulfurosas. 

La forma varia entre las diferentes especies del grupo ya que pueden ser: 

cocos, ovoides, bacilos y espirilos; la mayorla presentan flagelos polares, poseen 

membranas internas las cuales presentan estructuras que pueden ser: !amelares, 

vesiculares o tubulares. Su reproducción es por fisión, a excepción de los géneros 

Rhodomicrobium y Rhodopseudomonas que se reproducen principalmente por 

·gemación. 

La variedad de compuestos orgánicos que pueden ser fotoasimilados por las 

bacterias púrpura no sulfurosas es amplia e Incluye: ácidos grasos y otros ácidos 

orgánicos, alcoholes primarios y secundarios, carbohldratos y compuestos aromáticos. 
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Ninguna de las bacterias púrpuras no sulfurosas muere por exposición al aire, 

sin embargo, algunos de estos organismos no pueden utilizar 02 como aceptar 

electrónico final y por tanto son Incapaces de crecer aeróblcamente en la oscuridad. 

Las especies capaces de llevar a cabo un metabolismo respiratorio pueden 

crecer anaeróblcamente en la oscuridad, oxidando la misma variedad de compuestos 

orgánicos que fotoaslmllan anaeróbicamente en la luz, a excepción del benzoato, el 

cual puede ser fotoasimilado anaeróbicamente, pero no puede ser utilizado como 

sustrato respiratorio, ya que las enzimas que llevan a cabo su reducción pertenecen a 

una sola vía y son extremadamente sensibles al oxigeno. 

Algunas especies crecen tan rápido, utilizando un metabolismo puramente 

respiratorio como llevando a cabo fotosíntesis; sin embargo, el crecimiento aeróbico. 

conlleva rápidamente a una pérdida casi completa del sistema de pigmentos 

fotosintéticos. De hecho el 02 es un potente represor de la sintesis de pigmentos a 

presiones parciales relativamente bajas, incluso en presencia de luz. 

Como consecuencia, el desarrollo fotosintético de todas las bacterias púrpuras 

tanto anaeróbicas estrictas como anaeróbicas facultativas es posible solamente en un 

ambiente libre de oxigeno. 

Se piensa que a concentraciones de oxigeno entre 0.5% y 5% la fotosintesis y 

el metabolismo oxidativo podrlan estar funcionando conjuntamente. 

La luz no es un requerimiento para la slntesls de pigmentos, como lo demuestra 

el hecho de que las especies capaces de crecer fermentativamente mantienen un alto 

contenido de pigmentos por varias generaciones de crecimiento heterotrófico en 

oscuridad. 

Bajo condiciones anaeróblcas en la luz, tanto la velocidad de crecimiento como 

la slntesls de bacterloclorofila están gobernadas por la intensidad de la luz. Conforme 

esta aumenta la velocidad de crecimiento aumenta, mientras el contenido celular de 

bacterioclorofila disminuye. 

Muchas de estas bacterias son capaces de crecer como quimioautótrofos 

aeróbicos utilizando H2 como donador de electrones, algunas otras pueden llevar a 

cabo denitrificación utilizando como fuente energética una gran variedad de 

compuestos orgánicos; bajo ciertas condiciones, la denitrificación y la fijación de 
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nitrógeno pueden proveer suficiente nitrógeno reducido para el crecimiento celular 

actuando simultáneamente. 

La mayorla de estas bacterias requieren vitaminas y su velocidad de crecimiento 

es aumentada frecuentemente por la provisión de aminoácidos. En general varias 

combinaciones de blotina, tiamina y niaclna constituyen los típicos requerimientos 

vitamlnicos de estas bacterias. 

1.2.2. Rhodopseudomonas palustris. 

De acuerdo a la clasificación de Woese (Woese 1987 y Woese et al. 1990); la 

cual está basada en la similitud de la secuencias de ARNs ribosomales, 

R/1odopseudomonas pa/ustris esta clasificada de la siguiente manera: 

Dominio: 
Phylum: 
Subdivisión: 
Género: 
Especie: 

Bacteria 
bacterias Púrpuras 
Alfa 
Rhodopseudomonas 
palustris. 

Flg. 1. Mlcrografla de Rhadapseudamonas palustris. Organelo polar (PO); membrana citoplásmlca 
(CM) : pared celular CW y membranas internas del tipo tilacoidal (Th). La barra representa 0.2 flm. 

El color de los cultivos de R. pa/ustris va de rojo a café rojizo y crecen a 

temperatura de 30- 37ªC a un pH óptimo de 6.9 (en un intervalo de 5.5 a 8.5); su 

composición de G+C en el ADN es de 64.8% a 66.3%. Las células Individuales son 

de forma bacilar a ovoide, ocasionalmente presentan una ligera curvatura, miden de 
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0.6-0.9 ftm de ancho por 1.2-2.0 µm de largo y son móviles gracias a múltiples flagelos 

subpolares. 

En su reproducción por gemación, la célula madre produce en el polo opuesto 

al que lleva los flagelos un tubo delgado de 1.5 a 2 veces menor que el tamaño de la 

célula original. El final del tubo se hincha y ahl crece la célula hija, produciendo un 

organismo en forma de cilindro con terminaciones ensanchadas y es entonces que se 

lleva a cabo la división asimétrica. 

Las células individuales jóvenes son altamente móviles y en los cultivos viejos 

es caracterlstlca la formación de rosetas y agregados, en donde las células 

Individuales se encuentran adheridas a otras en sus polos flagelares. 

La bacteria presenta membranas fotoslntétlcas !amelares por debajo y 

paralelas a la membrana citoplásmica, las células presentan un espectro de absorción 

con .máximos a: 375,468,483,520-545,589,802 y 860-875 nm; los pigmentos 

. fotoslntétlcos son: bacterloclorofila "a" (esterificada con fitol) y carotenoldes de la serie 

· normal de las espiriloxantlnas. 

El crecimiento fotoautotrófico es posible con H2, sulfato y tiosulfato como 

· .. donadores de electrones en presencia de pequeñas cantidades de extracto de 

levadura; .el crecimiento fotoheterotrófico utiliza como donadores de electrones entre 

otros substratos acetato, glutamato, lactato y malato. 

El crecimiento en la oscuridad se presenta en condiciones que van de 

microaeróbicas a aeróbicas, y fermentativamente con algunos substratos como 

fumarato, malato, piruvato y glucosa. El sulfato puede usarse como fuente única de 

azufre. Los factores de crecimiento requeridos son p-aminobenzoato y en algunas 

cepas biotina. 

1.3. Hipótesis de la transducción de energia. 

El tema central de la bioenergética en los últimos treinta años ha sido el 

entender los mecanismos por los cuales la energla de la oxidación de sustratos o la 

proveniente de la absorción de la luz se acopla a la slntesis de ATP. 

Aunque la slritesis de ATP ocurre en sistemas enzimáticos solubles, la 

producción principal de ATP está asociada a complejos enzimáticos ligados a ciertos 
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tipos de membranas llamadas "membranas transductoras de energla", como la 

membrana plasmática de las células procarióticas, la membrana mitocondrlal Interna y 

la membrana tilacoidal del cloroplasto (Nicholls, 1962). 

Peter Mitchell propuso, en 1961, la hipótesis quimiosmótica para explicar el 

acoplamiento entre la transferencia de electrones y la slntesis de ATP en las 

membranas transductores de energla. Esta hipótesis utiliza conceptos de fislologla de 

membrana, de bioqulmica tradicional y de reacciones vectoriales que dan lugar a la 

transferencia de grupos qulmlcos a través de la membrana (Mitchell, 1961, 1967). 

Mitchell postuló que el flujo de electrones sucede en una membrana cerrada que es 

poco permeable a protones (W). El arreglo de las moléculas que transfieren electrones 

e hldrógeniones es alternado, de tal forma que a una molécula acarreadora de 

electrones le sigue una que transporta hidrógeniones y asl sucesivamente. El 

W(protón) necesario para formar hidrógeno con el electrón se toma en un lado de la 

membrana y al encontrarse con un acarreador de electrones, se suelta del otro lado de 

la membrana, produciéndose asl un gradiente de W forf!lado por dos componentes: 

uno qulmlco y otro eléctrico. La energla total del gradiente de W es la suma de ambos 

componentes y es la llamada fuerza protonmotrlz. Esta es la fuerza que se utiliza para 

la slntesls de ATP mediante la acción de la H'-ATP slntetasa, que forma el ATP a 

través de un flujo Inverso de W (Fig. 2). 

Esta hipótesis ·explica el mecanismo de transducción energética en bacterias, 

mitocondrlas y sistemas fotoslntétlcos como cloroplastos y bacterias fotosintéticas. Asl 

mismo, se puede extender para explicar el transporte de Iones en la membrana 

plasmática de las células eucarióticas. 

Muchas investigaciones han mostrado que los postulados básicos de esta 

hipótesis son ciertos; sin embargo, algunos detalles siguen en controversia, 

especialmente en lo que se refiere al mecanismo de slntesis de ATP por la W-ATP 

sintetasa (Boyer et. al., 1977). 
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+++++++ 

FOSFORILACION 
14 

RESPIRACION 

l 
ALTA CONCENTRACION 

DE PROTONES 

l 

Flg. 2. Acoplamiento entre la fosforlllaclón y el transporte de electrones. La teorla quimiosmótica 
propone un bombeo de H' hacia un lado de la membrana por la cadena transportadora de electrones 
durante la respiración, creando un gradiente electroqulmico de H'. el cual es utilizado por la 
H'ATPslntetasa para sintetizar ATP. 
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A la fecha se conoce solamente un sistema alternativo a la ATP slntetasa en las 

membranas transductoras de energla, éste sistema es la WPPasa membrana! y se 

descubrió en los cromatóforos de las bacterias fotoslntéticas. Esta enzima puede usar 

el gradiente electroqulmlco de H• para sintetizar PPi (Baltscheffsky el al, 1966). Su 

actividad es reversible ya que al hldrolizar PPI genera un gradiente electroqulmico y en 

este sentido es semejante a la W ATPasa. 

La ATP slntetasa es una enzima compleja tanto en su estructura oligomérlca (8 

subunidades al menos), en su mecanismo cinético y en su regulación (Senior, 1988, 

Futal el al, 1989 y Boyar, 1997, para revisiones detalladas al respecto). En cambio, la 

PPasa aparenta ser una enzima más simple, tanto estructuralmente (1 solo polipéptido 

que contiene el sitio catalltlco y el canal de H'), como en los reactivos y productos que 

Intervienen en la reacción que cataliza (Pi y PPI), por lo que el estudio de este sistema 

es una opción para el estudio de la transducción energética y de los mecanismos de 

slntesis de uniones covalentes de alta energla. 

1.4. Caracteristicas del Pirofosfato. 

El PPI es el compuesto químico más simple que contiene una unión 

fosfoanhldrldo 

o o 
11 11 

HO • p . o . p . o· a pH 7.0 

1 1 

o· o· 
Esta unión fosfoanhldrlda es la forma qulmlca básica en la cual se transmite la energla 

en las células. Para entender el significado biológico del PPI es necesario conocer 

algunos aspectos termodinámicos de su hidrólisis, particularmente en las condiciones 

de pH y fuerza iónlca semejantes a la de las células. Debido a la alta afinidad del PPi 

por cationes divalentes y a las concentraciones relativamente altas de Mg2
• en el 

citoplasma, el PPi probablemente se encuentra presente en las células formando un 

complejo 1:1 con el Mg2
• (Lahti, 1983). 
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La energla llbre de la hldróllsls (t.Gº) del PPI es cercana a la del enlace gama 

del fosfato del ATP, sin embargo en presencia de Mg2•, el t.Gº' para el PPI se vuelve 

menos negativo, debido a que el producto de su hidrólisis (2Pi) no forma complejo 

fuertemente con el Mg2
•, a diferencia del ATP en donde el producto (ADP) si se une 

fuertemente al Mg2
• ·(Sillén y Martell, 1971). Flodgaard y Fleron (1974) obtuvieron 

valores muy precisos de t.Gº' para la hidrólisis del PPi a pH 7.4 y 25 ºC. En presencia 

de Mg2
•, el t.Gº' = -4 Kcal mo1·1 pero en ausencia de Mg2• el t.Gº' = -5.7 Kcal mor1• 

Teniendo en cuenta sus propiedades termodinámicas, no hay razón para excluir 

al PPi como una posible fuente de energla para las células. 

·· 1,4.1. El Papel del PPI en el metabolismo celular. 

En general se consideraba un dogma bloqulmlco que el PPI producido en 

muchas reacciones blosintéticas (slntesis de polisacáridos, protelnas, ácidos nucleicos, 

urea, llpldos) era un producto secundario que debla ser hidrolizado inmediatamente por 

la PPasa localizada en el citoplasma de las células, para hacer a estas reacciones 

bloslntétlcas energéticamente favorables (Kornberg, 1957); de esta forma la energla del 

enlace anhidro del PPI nunca serla utilizada. 

En 1962, se inició un nuevo capitulo en la historia del papel del PPi, con el 

hallazgo de Sul y Wood, que descubrieron que la enzima carboxltransfosforilasa utiliza 

PPI en la bacteria Propionibacterium shermanii y cataliza la reacción: 

Fosfoenolpiruvato + Pi + C02 Oxaloacetato + PPi 

Otro ejemplo de una enzima que utiliza PPI fue reportado en 1968 por tres 

laboratorios Independientemente (Evans y Wood, 1968; Hatch y Slack, 1968; Reeves, 

1968). Estos Investigadores descubrieron la piruvato fosfato dlclnasa, que cataliza la 

siguiente reacción tanto, en microorganismos como en plantas: 

Fosfoenolpiruvato + AMP + PPi ~ Piruvato + ATP + Pi 

Posteriormente se han identificado más reacciones enzimáticas en las que el PPI 

sustituye al ATP o que son dependientes de PPI. En la Tabla 1 se muestran estas 

reacciones, asl como los organismos en los que se han detectado, algunas de ellas son 

responsables de la fosforilaclón de intermediarios esenciales de la glucólisis y 

gluconeogénesis (Baltscheffsky y Nyrén, 1984). Asl mismo se encontró, que la glucosa-
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6 fosfatasa del hlgado es capaz de llevar a cabo la slntesls de glucosa 6-fosfato en una 

reacción dependiente de PPI (Lawson y Veech, 1979). También se descubrió que 

estas enzimas dependientes de PPi están ampliamente distribuidas en plantas 

(Edwards et. al., 1985). En resumen, estos hallazgos muestran que el PPi puede 

usarse como donador de energla para muchas reacciones y que en algunas otras 

puede ser utilizado, incluso, en lugar del ATP. 

Es posible que las reacciones quimicas que utilizan la energia del PPi estén más 

extendidas de lo que se ha mostrado en Ja Tabla 1. Por otra parte, la idea de que la 

irreversibilidad de los procesos biosintéticos depende de que el PPi sea hidrolizado y 

por tanto de la presencia de una baja concentración de PPi celular, no concuerda con 

la evidencia experimental. Esto resultó ser más claro cuando se pudo cuantificar la 

cantidad de PPI en las células. 

La concentración de PPi en diferentes células (entre ellas de microorganismos, 

de animales y de plantas) se encuentra entre 0.1y2 mM (Baltscheffsky y Nyrén, 1984). 

Un caso sobresaliente es el de la arqueobacterla Methanobacterium 

thermoautotrophicum que contiene una concentración de PPI que va de 2.5 a 40 mM 

en diferentes condiciones de cultivo (Keltjens el al, 1988). Como se puede observar, la 

concentración de PPI es comparable a la de otros Intermediarios del metabolismo 

energético, tales como el ATP, en concentraciones de 2 a 10 mM (Matthews et al, 

1982; Zweier y Jacobus, 1987). 
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Tabla 1. Reacciones en las que el PPI se Utiliza como Donador de Energia 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

REACCION 

PPI + oxaloacetato H P-enolplruvato + PI + C02 

ATP + oxaloacetato H P·enolplruvato + ADP + C02 

PPI + AMP + P-enolplruvato H plruvato + ATP + PI 

ADP + P-enolplruvato H plruvato + ATP 

PPI + fructosa-6-P H fructosa-1,6-diP.+ PI 

ATP + fructosa-6:P,H ~ru~t~~a-{6:diP + ADP 

pp¡ + acetato tt acétÍÍf~'si~Ío + PI 

ATP + ~cetat~~;ac~füfos~:io .iADP 
·.:~?~:· 

PPi + serlna~ fosfo~~rlna + PI 

acetato + PPi ++ ~~~í1frosiato + Pi 

ADP+ acetilf~~fat~;~~a~etáto + ATP 

ATP + ~cllat~·.;C(),t.; ~ ~MP + PPI + acil-CoA 
·: < ·,, • • : 

' .. ,.l . • .. · 

glucosa + PP(H glucosa 6-P + Pi 

(Continúa en la siguiente página) 

ENZIMA 

carboxitransfosforilasa 

P-enolpiruvato carboxlclnasa 

plruvato, fosfato diclnasa 

piruvato cinasa 

PPI fosfofructoi:lnasa 

ATP fosfofructoclnasa 

PPI acetilclnasa 

· ATP acetllcinasa 

· PPI serlna clnasa 

ATP ~ sulfurllasa 

acetato: PPI fosfotransferasa 

acetato cinasa 

. acetil:CoA ~lntetasa 
glucosa 6-fosfatasa 
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Continuación de la Tabla 1 

Organismos en que se presenta 
la reacción 

No, de la reacción Referencia 
blbllográflca' 

l'ropionibacter/11111 shermanll 
Enwmoebll histolyticll 
l'se11do111onm 111C1rinC1 
Alctlligenes 
Bacteroldesji·C1gills 
llhodospiri//11111 mbr11111 
Hojas de piña 
Caña de az(1car 
llC1cleroides .IJ'lllhiosus 
Acetohacler .\J'li1111111 
/Je.rnl/ó1011wc11/11111 
Orgai;ismos que tienen como productos 
metabólicos finales acetato, propionato 
y butirato 
Hígado 

ºReferencias de la Tabla 1 

1-3,5,7 
1-4 
3 
3 
3 
3,2 
3 
2 
2 
2 
6 

7 
8 

a) O'Brien, W.E. y Bowlen, S. (1975) Fed. Prcc. 34: 641. 

a,b,k,p,o,n 
a,b,p 
e 
e 
d 
eJ 
f 
g 
h 
1 
l,m 

n 
q 

b) Reeves, R.E., Scuth, D.J., Blytt, H.J. y Warren, L.G. (1974) J. Bici. Chem. 249: 737-7741. 
e) Sawyere, M.H., Baumann, P. y Baumann, L. (1977) Arch. Microbicl. 112: 169-172. 
d) Macy, J.M., Ljungdahl, L.G. y Gcttschalk, G. (1978) J. Bactericl. 134: 84-91. 
e) Pleidere, C. y Klemme, J.H. (1980) Z. Naturtcrsch.35C: 229-238. 
f) Carnal, N.W. y Black, C.C. (1979) Bicchem. Bicphys. Res. Ccmmun. 86: 20-26. 
g) Hatch, M.O. y Slack, C.R. (1968) Bicchem. J. 106: 141. 
h) Reeves, R.E., Menzies, R.A. y Hsu, D.S. (1968) J. Bici. Chem. 243: 5468. 
i) Benziman, M. y Palgi, A (1970) J. Bactericl. 104:24. 
j) Buchanan, B.B. (1974) J. Bactericl. 119: 1066-1068. 
k) Reeves, R.E. (1968) J. Bici. Chem. 243: 3203. 
1) Llu, C.L. y Peck, H.D. Jr. (1981) J. Bactericl. 145: 966. 
m) Liu, C.L., Hart, N. y Peck, H.D. Jr. (1982) Science. 217: 363-364. 
n) Reeves, R.E. (1976) TIBS. 1: 53-55. 
c) Cagen, L.M. y Friedmann, H.C. (1968) Bicchem. Bicphys. Res. Ccmmun. 33: 528-533. 
p) Wccd, H.G. (1977) Fed. Prcceedings. 36: 2197-2205. 
q) Lawson, J.W.R. y Veech, R.L. (1979) J. Bici. Chem. 254: 6528-8537, 
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El hecho más sobresaliente en la historia del papel del PPi como donador de 

energla se estableció cuando H. Baltscheffsky y von Stedingk (1966) detectaron la 

slntesls del PPi dependiente de luz por una PPasa membrana! en la bacteria 

fotoslntética púrpura no sulfurosa Rhodosplrillum rubrum. La slntesis de PPi acoplada a 

la cadena respiratoria también se describió en mitocondrias de levadura, de animales y 

de plantas (Mansurova et al, 1975 b) y el acoplamiento a la cadena de transporte 

fotosintético fue encontrado en cloroplastos de plantas (Rubtsov el al, 1976). 

Otro descubrimiento Importante fue la identificación del transporte de PPi a 

través de la membrana interna mltocondrial en intercambio por ADP vla el translocador 

de nucleótldos de adenina (KrElmer, 1965), asl como la generación de un potencial 

electroqulmlco a expensas de la energla liberada por la hidrólisis de PPI, a través de 

las membranas de bacterias fotoslntéticas (Moyle et al, 1972), de la membrana Interna 

de la mitocondria y de las membranas de plantas (Rea y Poole, 1965; Wang et al, 

1966). 

Estas evidencias acumuladas muestran que el PPI no es solamente un producto 

secundario de las reacciones de plrofosforólisls, sino que es un compuesto energético 

que juega un papel importante en los organismos. 

1.4.2. Utilización del PPI. 

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

la célula puede seguir los siguientes caminos: 

a) Ser hldrolizado por la PPasa citoplásmlca o soluble, donde la energla liberada 

de la hidrólisis del enlace anhidro se pierde como calor. 

b) Ser hldrolizado por la PPasa de membrana translocadora de W como la de la 

bacteria fotoslntétlca R. rubrum. La energla del gradiente electroqulmico producido al 

hldrollzarse el PPi por esta enzima puede ser utilizado para mantener varias reacciones 

dependientes de energla como son: la reversa de transporte de electrones 

(Baltscheffssky, 1967) , la transhidrogenación (Keister y Yike, 1967a), la reducción de 

NAO+ (Keister y Yike, 1967b) y la slntesis de ATP (Kelster y Minton, 1971). 
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c) - Se ha propuesto- que puede ser utlllzado directa (mediante la formación de 

gránulos de PPI) o Indirectamente (como precursor de la slntesis del polifosfato) como 

fuente de reserva de energla en R. rubrum (Nyrén y Strld, 1991). 

d) Puede ser utlllzado directamente como fuente de energla en reacciones 

metabólicas o sustituir al ATP como donador de energla (Tabla 1 ). 

1.4.3. El PPI y la PPasa de membrana en la evolución de los sistemas transductores 

de energia, 

Desde hace tiempo, varios autores consideran que el PPi podrla ser el compuesto 

donador de energia más antiguo tanto para los sistemas prebióticos como para las 

primeras formas de vida (Millar y Parrls, 1964; Llpmann, 1965). La simplicidad de su 

estructura comparada con la del ATP, asi como su posible presencia en los minerales de 

la tierra primitiva, permiten suponer que el PPi fue importante en las transformaciones 

bloenergéticas primigenias. Esta suposición debe considerarse ahora seriamente a la luz 

de la evidencia experimental actual, donde encontramos sintesis de PPi y utilización del 

PPI como fuente de energia en diferentes sistemas vivos. 

Por otra parte, también se ha planteado el posible papel de la PPasa de membrana 

en la evolución del mecanismo de acoplamiento de la óxido-reducción y la fosforilación. A 

este respecto, el grupo de Baltscheffsky (1982), ha propuesto que originalmente el 

sistema de transporte de electrones y el sistema de la PPasa de membrana eran fuentes 

de energia separadas (Fig. 3a). Posteriormente, gracias al funcionamiento en reversa de 

la fosfatasa, se dió un acoplamiento entre las dos entidades que funcionaban 

autónomamente, lo que condujo al primer almacén de energla con la configuración del 

PPi. Esta hipótesis postula que el primer transporte de H• a través de la membrana 

estuvo representado por la PPasa que contenla un canal especifico para el paso de H+. 

Durante la evolución, surgió la H··ATP sintetasa, esto creó una situación en la que 

coexistieron las dos enzimas (Fig. 3b) (como es el caso de R. rubrum actualmente) pero 

con el tiempo, se perdió la PPasa (Fig. 3c) (tal es el caso de otros sistemas actuales, 

como Rhodobacter sphaeroides que solo tiene H'-ATP sintetasa). Esta hipótesis parece 

lóglca; sin embargo, se necesita un estudio más profundo de estas dos enzimas para 

probarla y poder asl ubicar evolutivamente a la PPasa de membrana. 
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f-- MEMBRANA --f 
? 

TRANSFERENCIA 

CICLICA DE a. 

~~,.y 
ELECTRONES 

PPla1a 

b. 
ATPasa 

/ 
OLIOOMICINA 

• DCCD 

~ 

c. CANAL ATPata 

I 
OLIOOMICINA 

Flg. 3 Posible mecanismo evolutivo del acoplamiento de energla en membranas transductoras. a) 
Situación hipotética en la que sólo la PPasa exlstla. b) Situación intermedia en la que coexisten la PPasa 
y la WATPasa en la membrana. c) Situación en la que sólo subsiste la H'ATPasa. (Tomada de 
Baltscheffsky y col., 1982). 
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Una -pregunta de gran significado, tanto en el sentido evolutivo como en el 

mecanlstlco, es si la traslocaclón de H• de la PPasa utiliza el mismo canal de W en la 

membrana del cromatóforo o uno más o menos similar al que usa la ATPasa. 

La Importancia energética del PPi en el metabolismo celular ha emergido como una 

alternativa a la del ATP. Es cada vez mayor el número de experimentos que involucran 

diversos aspectos del PPi en la bloenergética. Asl pues, la simplicidad relativa del PPi y 

de las PPasas nos ofrecen una oportunidad experimental y conceptual para facilitar 

nuestro camino hacia un mejor y más completo entendimiento de cómo las células utilizan 

y transforman la energla. 

1.5. Las pirofosfatasas. 

La PPasa (E.C. 3.1.1.1) es una enzima que catallza la hidrólisis y la slntesis de 

PPI, de acuerdo con la siguiente reacción: 

PPasa 

PPI 2 Pi 

Las PPasas pueden ser divididas en dos clases: cltoplásmlcas y membranales. 

1.5.1. Plrofosfatasas cltoplásmlcas. 

La PPasa citoplásmica es una enzima ubicua en la naturaleza. Esto se entiende 

claramente si se considera su importancia en el metabolismo celular, al desplazar el 

equilibrio de tas reacciones bioslntétlcas en el sentido termodinámicamente favorable 

(Kornberg, 1957), la Importancia de su papel en el metabolismo celular ha sido 

confirmada al demostrarse que es una protelna esencial en el crecimiento de 

Escherichia coli (Chen et al. 1990) asl como en la función de las mitocondrias de 

levadura (Zancani, M el al 1985). 

El único organismo que se ha reportado que carece de PPasa citoplásmica es 

Entamoeba hlstolytica (McLaughlin y Aley, 1985), debido a que es capaz de utilizar el 

PPi como donador de energla para llevar a cabo reacciones endergónicas. En el 

metabolismo aeróbico de E. histolytica el PPI se produce durante la formación de 

oxaloacetato a partir de fosfoenol-piruvato, catalizada por la carboxitransfosforilasa. De 

las tres moles de PPI que se producen en esta reacción dos son utilizadas por la PPi-
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fosfofructoclnasa y una por la plruvato-fosfato-diclnasa, mientras que en el metabolismo 

anaeróblco existen varias vlas que proveen de PPi a estas enzimas. 

Cabe destacar que existen otros organismos (la mayorla bacterias) capaces de 

utilizar el PPI como donador de energla, sin embargo, estos organismos si tienen 

PPasa cltoplásmlca, lo que indica que la contribución de las enzimas que utilizan PPI 

no es suficiente para mantener a este compuesto dentro de las concentraciones 

óptimas para las células. 

Recientemente (Young et al 1998) se propuso una nueva clasificación para las 

PPasas citoplásmicas que las divide en 3 clases: 

Clase A: Pertenecen a esta clase las PPasas de procarlotes, cuyas 

subunldades tienen un tamaño de 164-184 aminoácidos, con un PM de 

aproximadamente 20 kDa, son tetrámeros o hexámeros , y poseen actividades 

especificas de alrededor de 1,000 ftmol de PPI hldrollzado por mln por mg de proteina. 

Clase B: Estas PPasas pertenecen a eucarlotes, son más grandes que las de 

clase A, con subunidades de 285 aminoácidos y pesos moleculares de el orden de 32 

kDa, generalmente son homodlmeros, con excepción de las PPasas mitocondriales las 

cuales son heterotetrámeros a2p2 que presentan asociación con la membrana. Algunas 

de estas PPasas como la de Saccharomyces cerevisiae tienen actividades especificas 

que se aproximan a las 1,000 µmol de PPI hldrolizado min -1 mg de proteina -1, 

mientras que las actividades de otras PPasas clase B son marcadamente más bajas 

que las de las enzimas de clase A. 

La clase B de PPasas parece ser la más variable ya que Incluye PPasas 

pequeñas como la de Arab/dopsis thaliana y la de la papa con un peso molecular 

cercano al de las enzimas clase A, pero sus secuencias presentan homologla con las 

PPasas de eucarlotes, lo que las coloca claramente dentro de la clase B. 

Clase C: La primera enzima que se identificó dentro de esta clase fue la de 

Bacil/us subtilis, posteriormente, mediante la comparación de secuencias se encontró 

que marcos de lectura abiertos en Methanococcus jannaschii, Archaeog/obus fulgidus y 

Streptococcus gordonii presentaban una alta similitud con la secuencia de la PPasa 

de B. subtilis y en el caso de M. jannaschii se comprobó bioqulmicamente que 

codificaba para una PPasa clase C. A nivel de secuencia estas protelnas 
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prácticamente no presentan similitud alguna con las de las clases A y· 8, además 

difieren de estas en su tamaño siendo ligeramente mayores que las de clase B 

(aproximadamente 310 aminoácidos con un PM de 34 Kda). Las enzimas de las clases 

A y B se ven fuertemente inhibidas a concentraciones de fluoruro del orden de 1 mM, 

mientras que las clase C son resistentes a concentraciones mucho mayores (lo cual 

pudiera estar mediado por la protección de Iones co2
• o Mn 2

•). Otro punto Interesante 

es que la actividad especifica de estas enzimas parece ser mayor que las actividades 

especificas de las enzimas de las otras dos clases (6,000 a 8,000 r1mol de PPi 

hidrolizado min ·1 mg·1 de protelna ). 

1.5.2. Plrofosfatas membranales. 

Además de las PPasas citoplásmicas, existe otro tipo de PPasas que no están 

distribuidas tan generalizadamente como las anteriores y que son protelnas integrales 

de membrana. Estas enzimas están presentes en las membranas citoplásrnicas de 

algunas bacterias fotosintéticas como Rhodospíril/um rubrum, Rhodopseudomonas 

pa/ustris y Rhodopseudomonas víridis (Nore et al, 1990), y en la membrana de las 

vacuolas de las células de planta (tonoplastos) (Maeshlma, 2000). Las PPasas 

membranales usan la energla de la hidrólisis del enlace de alta energla del PPi para 

translocar W a través de la membrana en que están situadas (por lo que han sido 

denominadas H•PPasas). El gradiente electroqulmlco de W formado se utiliza para 

acidificar el Interior de las vacuolas y otras funciones como el trasporte activo de 

solutos. 

Las PPasas coexisten con las WATPasas en el caso de bacterias y con las V 

ATPasas en el caso de la vacuola colaborando o compitiendo con el gradiente 

electroqulmico de W. 

La estructura detallada de las PPasas asocladás a membrana aun no ha sido 

descrita, sin embargo sus subunidades cataliticas han sido aisladas de varios 

organismos. Estas PPasas consisten de una sola cadena polipeptldica de entre 70-80 

kDa, las cuales se cree que en plantas existen como homodlmeros (Maeshima, 2000) 

que hidrolizan al complejo Mg-PPi y que requieren de Mg2
• libre como cofactor y 

activador (Celis y Romero, 1987 y Maeshlma, 2000). 
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El K• es un cofactor esencial de las WPPasas vacuolares, que estimula la 

actividad hldrolltica más de tres veces, con una constante de asociación de 1.27 mM, 

esta activación tiene la caracterlstlca de verse Inhibida por el amortiguador Tris a 

concentraciones mayores de 25 mM. 

A pesar de que el K• es esencial para las WPPasas vacuolares esta 

dependencia no se ha encontrado en ninguna de las WPPasas de bacterias y algas 

estudiadas, por lo que se ha dividido a las WPPasas en dependientes e 

independientes de K•. 

En cuanto a su estructura primaria, se tiene un -40% de Identidad entre la de 

bacterias y la de vacuolas, pero no se ha encontrado similitud entre las H• PPasas y 

las PPasas citoplásmlcas, a excepción de una pequeña región del sitio catalltico 

(Maeshlma, 2000). 

El primer cDNA de una H+ PPasa en ser clonado fue el de Arabldopsls taliana, 

utilizando una biblioteca de expresión con anticuerpos dirigidos contra 1'~ N PP~~a de 

Vigna radiata. (Sarafian et al, 1992). Hasta la fecha se han obtenido los cDNAs de una 

gran variedad de WPPasas de plantas terrestres como: betabel, tabaco, arroz, 

centeno, calabaza, etc. 

Se ha reportado que las WPPasas de plantas consisten de 761 a 771 

aminoácidos, con un punto lsoeléctrlco de 5, sus PM calculados van de 79.8 kDa a 80.8 

kDa, su secuencia de aminoácidos se encuentra altamente conservada dentro de las 

plantas terrestres, (86% a 91 % de identidad) , la región menos conservada son los 

primeros 60 residuos es la parte amino terminal. 

Recientemente las estructuras primarias de las WPPasas de la bacteria 

Rhodosplrillum rubrum (Baltscheffsky, el al 1998), y de las algas Acetabularia 

acetabulum y Chara corallina (Maeshima, 2000) han sido reportadas, la identidad de la 

secuencia de aminoácidos entre las enzimas de estos tres organismos 

filogenétlcamente separados es baja, (35-46%), la identidad de la enzima de R. rubrum 

(de 660 residuos) es de 36-39% con las PPasas vacuolares de plantas terrestres, y de 

un 40% con la H•PPasa de A acetabu/um, la cual es 47% Idéntica con respecto a las 

vacuolares, la comparación de las WPPasas de vacuola y la de C. coralina resulta en 

una alta similitud de alrededor de 71 %. 
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De la comparación de todas las H+PPasas de plantas terrestres conocidas, de las de C. 

coralina, A. acetabulum y R. rubrum, se pueden encontrar tres segmentos altamente 

conservados (Maeshlma, 2000). 

El primer segmento de los cuales (SC1) incluye el dominio catalltico para la 

hidrólisis del sustrato, el cual se sabe se encuentra expuesto al citosol; ha sido 

propuesto que la secuencia (E/D)(X)7KXE constituye el sitio catalltico de las PPasas, 

Incluyendo las solubles y las H'PPasas, la secuencia DVGADLVGKVE de las 

H+PPasas corresponde a esta configuración. 

Se piensa que también el segundo segmento conservado (SC2) se localiza en 

el asa hldrofllica, sin embargo a diferencia de las evidencias que sugieren que el 

segmento SC1 forma· parte de una asa citoplásmlca, la localización del segmento SC2 

dentro de una de estas estructuras no ha sido determinada aún. 

El tercer segmento (SC3) localizado en la parte carboxilo terminal contiene una 

docena de residuos cargados; experimentos preelimlnares muestran que el remplazo 

de tres ácidos glutámlcos por glutamlna en el segmento SC3 de la WPPasa de V. 

radiata provoca la pérdida de la actividad enzimática (Maeshima, 2000); se piensa que 

este segmento puede estar expuesto al cltosol y que juega un papel critico en la 

función catalltlca junto con SC1 y SC2. 

Tomando en cuenta sus caracterlstlcas, la WPPasas son un modelo para el 

estudio del mecanismo de acoplamiento entre la hidrólisis de un enlace de alta energla 

y la translocaclón de H+. 

Se han descubierto PPasas membranales en otros organelos y bacterias, por 

ejemplo: en la membrana tilacoidal (Jiang et al, 1997) y mitocondrial (Zancani et al, 

1995) de plantas, en la mitocondria de levadura (Lundin, 1991), asi como en las 

bacterias Su/folobus ac/doca/darius (Meyer y Schafer, 1992), Syntrophus gentlanae 

(SchOcke y Schink, 1998), Pyrobaculum aerophilum (Drozdowicz el al, 1999) y 

Thermotoga maritima (NCBI). Sin embargo, en algunos casos solo se cuenta con la 

secuencia de nucleótldos, mientras que en otros las PPasas carecen de actividad 

translocadora de W. Esto nos indica la posibilidad de una distribución más amplia de 

las PPasas membranales en la naturaleza. 
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1,5,3, La WPPasa membrana! de Rhodospirillum rubrum. 

La primera PPasa de membrana que se reportó fue la de la bacteria 

fotoslntétlca R. rubrum (Baltscheffsky y van Stedingk, 1966) y es la única enzima 

bacteriana de este tipo que ha sido estudiada ampliamente. 

1.5.3.1 Caracteristlcas Bloquimlcas. 

Esta enzima puede llevar a cabo las siguientes reacciones parciales: a) Slntesls de 

PPI, b) Hidrólisis de PPI, e) Intercambio Pi-PPi y d) Recambio Pl·H20, las cuales han 

permitido conocer más acerca del mecanismo de reacción de la enzima. 

a) Slntesls de PPi 

En los cromatóforos (veslculas de membrana con polaridad Invertida respecto al 

organismo) de la bacteria R. rubrum , se lleva a cabo la formación de PPi. Esta slntesls 

se efectúa utilizando la energla del gradiente electroqulmico de W generado por el 

transporte de electrones fotosintético (Baltscheffsky y van Stedingk, 1966) (Flg.4). La 

reacción tiene un pH óptimo de 7.5 y requiere iones Mg2• (Guillory y Fisher, 1972). La 

slntesls de PPI es Inhibida por antimicina (inhibidor del transporte de electrones) y 

desacoplantes (disipadores del gradiente electroqulmico), pero no por ollgomlclna 

(inhibldor de la ATPasa), que por el contrario, la estimula (Baltscheffsky y van Stedlngk, 

1966). 

Guillory y Flsher (1972) encontraron que el patrón de saturación de luz para la 

slntesls del PPI es diferente al de la formación de ATP por la ATP sintetasa, que 

coexiste con la PPasa en la membrana de los cromatóforos. Estos autores demostraron 

además que la formación de PPi se satura a menor intensidad luminosa que la 

requerida para la slntesis de ATP. Hay que tener en cuenta que R. rubrum crece en 

condiciones naturales a bajas intensidades luminosas, lo que sugiere que esta vla 

alterna, que sintetiza PPi, tiene un significado fisiológico importante. 

Se puede Inducir la slntesis de PPi por gradientes artificiales de pH o eléctricos 

(Strid et al, 1987). A diferencia de lo que sucede con la slntesis de ATP inducida por 

este tipo de gradientes, la slntesis de PPi no necesita un umbral de potencial de 

membrana para llevarse a cabo; esto sugiere que requiere una fuerza protonmotrlz 
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menor que la necesaria para la sfntesfs de ATP, reflejando un menor 6Gº' de la 

reaccJÓn, o bien, que la PPasa requiere un menor número de H' que fa H'-ATP 

Flg. 4. Esquema de la transducción energética en la bacteria fotoslntétlca Rhodosp/rll/um 
rubrum. Se muestra a la PPasa, al cenlro de reacción fotoqulmlco (CR), a la cadena de transporte de 
electrones y a la ATPasa en la membrana del cromatóforo. OH2: ublquinol, b560 y b560: citocromos b, Fe­
s: Protelna hierro azufre de Rieske, c1 y c2: citocromos c, F 1 y F0: parte hidrofllica e hidrofóbica de la 
ATPasa. 
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sintetasa (Strld et al, 1987). Otra posibilidad para explicar este dato serla que, a 

diferencia de la H··ATP slntetasa, la PPasa carece de un inhibldor natural 

(Schwerzmann y Pedersen, 1986). 

Estudios comparativos de la W-ATP sintetasa con la PPasa (Nyrén et al, 1986), 

reportan que a bajas intensidades de luz (1 O Wlm2), la velocidad de slntesls de PPi es 

el doble que la del ATP y que ambas actividades compiten por el gradiente de W. 
La slntesls de PPI y la de ATP utilizan aparentemente el mismo sitio de 

acoplamiento en la cadena de transporte de electrones, ya que en la oscuridad se 

puede inducir un flujo reverso de electrones por la hidrólisis de cualquiera de los dos 

compuestos. El resultado de esta reacción es una reducclóh de citocromo b y la 

oxidación de citocromo c2 (Baltscheffsky, 1968). 

b) Hidrólisis de PPi 

Esta reacción se ileva a cabo fundamentalmente en condiciones de oscuridad y la 

enzima requiere Iones Mg2• no sólo para formar el complejo Mg-PPI, que es el sustrato 

de la enzima, sino también como activador (Randahl, 1979; Celis et al, 1985). La 

actividad hldrolltlca está parcialmente reprimida en la luz, aún en condiciones en las 

que no hay slntesis de PPi (Nishikawa et al, 1973). La actividad hldrolltica también es 

Inhibida por Pi, NaF, por los análogos de PPi: IDP y MDP, asl como por butano!. En R. 

rubrum la actividad de hidrólisis de la PPasa es considerablemente más alta que la de 

la W-ATP slntetasa y sólo se Igualan cuando ambas actividades se estimulan por 

desacoplantes (Baltscheffsky, 1969). El pH óptimo para la reacción de hidrólisis es de 

6.5 (Celis y Romero, 1987). 

La PPasa transloca W a través de la membrana en una reacción acoplada a la 

hidrólisis de PPi, dejando el interior del cromatóforo cargado positivamente con respecto 

al exterior, de manera semejante a como lo hace la W-ATP sintetasa. La estequiometrla 

H•IPPi reportada para la hidrólisis de PPi es de 2 (Sosa y Celis, 1995). 

Asociadas a la hidrólisis de PPi y a Ja correspondiente formación de gradiente de H•, 

se han descrito varias reacciones dependientes de energla que incluyen: la 

transhidrogenaclón (Kelster y Yike, 1967a), la reducción de los citocromos b y c 

(Baltscheffsky, 1967), la reducción de NAO• ligada a succinato (Keister y Yike, 1967b), el 
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bombeada 1-f' (Moyleet al, 19!2), y la_formaclón de ATP dirigida por PPI (Kelster y 
Minton, 1971)(Ffg;5). 

cambio electroqulmico del cnroteno 

l 1educcl6n de cito cromos by c 1 

// j l !reducción de NAO• I 

iarndiente clectroqulmico de H +¡ 

¡¡ ~ 
ltrnnshldrogennsn 1 ATP 

Flg. 5 Reacciones dependientes o asociadas al gradiente electroqulmlco de H • 

c) Intercambio Pi-PPI 

Keister y Minian (1971 ), encontraron que los cromatóforos de R. rubrum catalizan el 

intercambio Pi-PPI en la oscuridad. La reacción es Inhibida por desacoplantes, el 

antibiótico S-13, el MDP y el NaF; teniendo un pH óptimo de 8.0. Esta reacción se 

estimula por oligomlcina y se Inhibe por adición de ADP. El Intercambio requiere iones 

Mg2' para formar el sustrato Mg-PI y también Mg2
• libre para expresar la máxima 

actividad. Se requiere aproximadamente de un 75% de PPi hldrolizado para alcanzar el 

recambio máximo. (Celis et al, 1985). 

Celis y Romero (1987), encontraron que otros cationes divalentes como el Mn2
' y el 

Co2' pueden mantener la reacción de Intercambio sustituyendo al Mg2
', pero con una 

eficiencia del 50%. Por otro lado, cationes libres como el Zn2
' y el Fe2' ejercen un efecto 

inhibitorio sobre la reacción. 

d) Intercambio Pl-H20 

26 



Los cromatóforos de R. rubrum catalizan un rápido recambio del oxigeno del PPi por 

el oxigeno del agua. Esta reacción es Inhibida por Inhibid ores de la PPasa de membrana 

como el NaF y el MDP (Harvey y Kelster 1981). Se requiere de MgCl2 en una relación 

Mg2•¡p¡ de 0.8 para alcanzar las velocidades óptimas. 

Harvey y Kelster (1981), utilizando lnhlbldores especificas, encontraron que esta 

actividad de Intercambio se debe exclusivamente a la PPasa membrana!, a pesar de que 

la ATP slntetasa tiene el potencial suficiente para llevarla a cabo. 

El desacoplante CCCP no presenta un gran efecto sobre la reacción, por lo que 

podrla sugerirse que el Intercambio Pi-H20 no depende de un gradiente de protones. Esto 

podrla estar apoyado por el hecho de que la luz no estimula el recambio. 

Regulación de la enzima membrana/ por cationes diva/entes 

Como todas las PPasas, citoplásmicas y membranales, la PPasa de membrana de 

R. rubrum requiere Mg2' para que se formen sus sustratos, Mg-PPi para la hidrólisis o Mg­

Pi para la slntesis (Lahti, 1983). Sin embargo el Mg2• libre ejerce también un papel 

regulatorio sobre las propiedades catallticas de la enzima. 

Randahl (1g79¡ reportó que el Mg2• libre puede actuar como activador en la hidrólisis 

de PPi y que este catión puede unirse a la PPasa y protegerla contra la Inhibición 

causada por agentes como NEM y Nbf-CI. 

Otros callones divalentes libres también pueden Inducir cambios en las propiedades 

cinéticas de la enzima . Por ejemplo, el zn2• a pH 5.25 puede formar el complejo Zn-PPI 

(tan buen sustrato como el Mg-PPi) y cuando está en forma libre Inhibe la hidrólisis y el 

Intercambio Pl-PPI (Celis y Romero, 1987; Romero y Celis 1995). 

Ordaz el al, (1992), encontraron que la presencia de Mg2
• y zn2•, no sólo protege a la 

enzi.ma de su desnaturalización a 70°C, sino que además la activan. Al ser solubilizada la 

enzima se sigue observando este efecto protector hasta temperaturas de 65°C. Los datos 

anteriores sugieren la existencia de un sitio regulador en la enzima para estos cationes 

divalentes. 

Mediante estudios cinéticos se ha encontrado que el Mg2
• libre es un activador 

esencial y ordenado de la actividad hldrolltica de la PPasa de membrana (Sosa et al, 
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1992), donde primero debe entrar el Mg2• a la enzima para después Incorporarse el 

sustrato Mg-PPi2" y así poder hidrolizarse: 

Mg2• + E --+ E-Mg + Mg-PPi2° --+ Mg-PPi-E-Mg --+ Hidrólisis 

Mediante estudios de modificaciones químicas se ha determinado que el sitio para 

Mg2
• libre está dentro o muy cercano al sitio activo (Romero y Celis, 1992). 

Canal de W de la PPasa Membrana! 

El hecho de que la PPasa transporte W acoplada al gradiente electroqulmico de W, 
Indica que contiene un canal de H•. Las caracterlsticas de este canal han sido muy poco 

estudiadas y no se sabe prácticamente nada acerca del camino de los H• . 

En R. rubrum el DCCD Inhibe a la PPasa (Nyrén et al, 1991) y en analogía con su 

efecto en la ATP sintetasa (Sebald y Wachter, 1978), su sitio de inhibición debe ser algún 

carboxilo de su reglón hldrofóblca bombeadora de W. Así mismo, el trifenilestaño es un 

compuesto llpoflllco que se ha descrito Inhibe a la H•PPasa en algún componente en la 

membrana (Celis et al, 1998) 

En la actualidad han sido identificados varios residuos en las H•PPasas de plantas 

que están Implicados con el bombeo de W y en la Inhibición de la actividad. Zhen et al, 

(1997) encontraron que la substitución de los residuos Glu-305 y Asp-504 de la enzima de 

A. thaliana, los cuales se localizan del lado citoplásmlco dentro de dominios 

transmembranales, provocan la pérdida de la actividad y del bombeo de W, lo que los 

llevó a concluir que pueden participar directamente en la unión del DCCD y que son 

esenciales para la catálisis. Asimismo, la sustitución del E-427 por Q provoca la 

Insensibilidad de la H•PPasa al DCCD, reduce· 1a translocación de H• y disminuye la 

actividad de hidrólisis de PPI al 50%/ Cabe destacar que se E-427 se localiza en el 

segmento conservado CS2 ;e~ tÓdas las H'PPasas conocidas incluyendo la de A. 

acetabulum y la de R. rubium> ·· 

Podemos concluir que·'.~16~nalde H• de la PPasa presentará semejanzas con el de la 

ATP sintetasa, cuando menos funcionalmente. 
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1.5.3.2. Características moleculares. 

Recientemente fue obtenida la secuencia de la H'PPasa de R. rubrum, 

(Baltscheffsky, el al, 1998) la cual se encuentra codificada en un marco de lectura 

abierto de 1,980 pb. La secuencia presenta dos posibles regiones de unión al 

ribosoma (secuencias Shine-Dalgarno), asl como dos posibles codones de inicio, ATG 

y GTG, separados por 120 pares de bases. Uno de ellos predice una proteína de 660 

aminoácidos, con Una masa molecular calculada de 67453 daltones, mientras que el 

otro predice una proteína de 702 aminoácidos con una masa molecular de 71609 

daltones. El codón de término es TTA y rlo abajo de éste se encuentra un terminador 

transcripcional p-lndependiente el cual consiste en una región invertida repetida, rica 

en G+C, seguida por una secuencia rica en A+ T. 

Como es de esperarse esta proteína de membrana es altamente hidrofóbica y de 

acuerdo a modelos computacionales, presenta 15 cruces transmembranales, que 

Involucran al 48% de la proteína. Presenta una alta Identidad (alrededor de 80%) con 

las H'PPasas de plantas, en las reglones reconocidas como segmentos conservados 

(SC), aunque su Identidad total es solo del orden de 37%. 

Considerando lo anterior es necesario ampliar el número de H•PPasas 

bacterlariás caracterizadas, sobre todo tomando en cuenta que solamente la de R. 

rubrum se ha estudiado a detalle y con el estudio de una sola enzima es imposible 

determinar las características generales de las H'PPasas bacterianas, como pueden 

ser: la actividad de síntesis, el requerimiento de cofactores, el perfil de pH, etc. La 

determinación de un mayor número de secuencias ayudarla a realizar una comparación 

menos sesgada, ya que hasta la fecha las estructuras primarias de H'PPasas 

conocidas corresponden en su gran mayoría a eucariontes (plantas superiores y algas), 

por ello la caracterización bioquímica y molecular de más H•PPasas bacterianas como 

la que se pretende realizar en este trabajo con la enzima de R. palustris es importante. 

29 



2. OBJETIVOS, 

Los objetivos de esta tesis fueron en primer lugar la caracterización bioqulmica 

de la plrofosfatasa membrana! de la bacteria fotoslntética Rhodopseudomonas palustris 

y en segundo lugar la clonación y caracterización del gen correspondiente. 
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3. MATERIALES Y METODOS. 

3.1. Cultivo de bacterias. 

En todos los experimentos se utilizó la cepa silvestre de la bacteria fotoslntétlca 

Rhodopseudomonas pa/ustris (ATCC 17001). 

3,1.1. Medios de Cultivo. 

Para el crecimiento de esta bacteria se prepararon dos clases de medio de 

cultivo: 

A) ilquido y 8) sólido. 

A) Medio liquido : 

Se preparó el medio liquido por el procedimiento reportado por Cohen-Bazire el 

al, (1957) el cual es una modificación del propuesto por Hutner (1950). 

Para la preparación de este medio se partió de las siguientes soluciones madre: 

a) Base concentrada: 

N(CH2C00Hh-----------------52 mM 

MgS04,7H20-------------------58 mM 

CaCli.6H20------------------------29 mM 

(NH4)sM01024.4H20------------~-0.074 mM 

:es04.7H20----------------_; _____ ,,0,35 mM·. 

• Metales '44'--------.-~~.---~~~--'.:~5.o !11111.(verEldelante~u cómposiclón) 

Se ajustó el pH a 6.8 con Na OH. ). : :' 

'Metales '44'. La solución dé meiáies utillz~da eri la' base concentrada contenla lo 

siguiente: 
EDTA _____ ; ____ _;~_CLa.5~r!lrJ",¡/' >' ·· 
FeS04,7H20:---~f'~~~:fr.'.erÍiM é '· 

~:~~:I~~~tJ\~3~~~~:~3~ff M: .. · 
CúS04:5H20_;~~~L:.~~1'.s mfvl 
Co(N03)2.BH20:::-c-- ····'O.as rnlvl 
Na28407 6H20---.~-----~-0.57 mM 
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·,.~ .:, .... · ... 
. /:.::•. ·::.:;·,_; 

,•.;' 

a) Base concentrada 250 mi 

b) KH2P04 2SO mi .• 

c) Acido succlnico 250 •mi 

d) (NH4)2$04 . 62.5 mi 

e)NaCI 125 1n1 
f) Acldo L-glutámico 25 mi 

g) Acido L-aspártico ' 25 mi · 
:; ' ~· : . 

además de: · ·' , .. ·· -

Extracto de barne · :12.5 9: 
Acldo nlcotlnlco •' i ) 2.5 'm9 

Tiamina 

Blotlna 

-6.25 ~g ' 
d.125rn9 

Concentración final a la que 

queda en el medio: 

20.0 mM 

16.9 mM 

3.7 mM 

8.5 mM 

1.35 mM 

0.125% 

10 . µM 

1.5 ~1M. 

0.04 µM 

Se ajustó el pH aa.a'. El l11edio ~e esterilizó por 45 mln a 120ºC y 15 atm de 

presión, en frascos del vÓlur;nen que se requiere. En el medio caliente se formó un 

precipitado que se disuelve a la temperatura ambiente. El medio es transparente, de 

color semejante al del extracto de levadura. 
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B) Medio sólido: 

Agar bacteriológico (Bloxon de México) 2% 

en el medio liquido descrito anteriormente 

El medio se esterilizó en la autoclave por 15 mln a 120°0 y 15 atm de presión, se 

vació en cajas de Petrl o en frascos con tapa de rosca de 15 a 20 mi de capacidad, que 

contienen aproximadamente 10 mi de medio, para la conservación de las bacterias. 

3.1.2. Siembra de bacterias fotoslntétlcas. 

Las bacterias se sembraron en placa por el método de dilución para obtener 

colonias únicas. De ahl se tomó una de ellas y se sembró por punción en los frascos 

con medio sólido. Se incubaron en la oscuridad por 12 h 'para permitir que el 

crecimiento aeróbico de estos microorganismos eliminara parcialmente el 02 del medio. 

Terminado este periodo, las bacterias sembradas se expusieron a la luz de focos con 

filamento de tungsteno de 40 W, colocadas a una distancia de 30 cm. Una vez 

observado el desarrollo de la colonia en la punción, estos cultivos pueden mantenerse 

asl por largo tiempo (entre 6 y 12 meses) como reserva, o bien, utilizarse para cultivos 

posteriores. 

Para obtener grandes cantidades de bacterias se cultivaron en medio lfquldo de 

la siguiente manera: a los frascos que contenlan las bacterias en el medio sólido, se les 

agregó el medio liquido y se agitaron. Se dejaron toda la noche en la oscuridad y a 

continuación se colocaron a la luz de los focos con filamento de tungsteno de 40 W a 

30 cm de distancia. Después de 4 a 6 dlas se obtuvo crecimiento de las bacterias en el 

medio liquido. Este medio se transfirió a frascos de 100 mi de capacidad, a los cuales 

se les agregó medio fresco hasta colmar su capacidad. Se repitió el proceso 

oscuridad-luz y se dejó crecer a las bacterias hasta la fase logarltmica tardla. El inóculo 

bacteriano, asl obtenido, se trasladó a frascos de 1 1 y de 9 1 sucesivamente, siguiendo 

los pasos descritos con anterioridad. Los frascos se cerraron con tapones de hule 

herméticos y se dejó el mlnlmo de aire entre el tapón y el medio de cultivo, para evitar 

al máximo la presencia de 02, ya que el crecimiento fotosintélico de estos 

microorganismos se realiza en condiciones de anaerobiosis. Esta es la razón por la 

cual, previo al crecimiento en la luz, siempre se dejó crecer a los cultivos en la 
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oscuridad por 12 h, aprovechando que la bacteria, por sus • procesos metabólicos 

oxidativos, elimina el 02 que esté presente en el medio. Los cultivos se mantuvieron a 

30°C. 

3, 1.3. Cosecha de bacterias. 

Las bacterias cu ltivadas, una vez que se encuentran en la fase de crecimiento 

logarltmica tardia se cosechan centrifugándolas a 8,000 x g por 15 minutos. El 

momento de la cosecha se determino por medio de curvas de crecimiento, esto es, 

midiendo la turbidez del cultivo a diversos intervalos de tiempo en un fotocolorlmetro. 

Una vez cosechadas, las bacterias se lavaron con MOPS 50 mM, KCI 50 mM pH 

7.0 para eliminar por completo los residuos del medio y se centrifugaron a 6 000 x g por 

15 min. Las pastillas se pesaron y esto se considero como peso húmedo. Se 

almacenaron asi o -70°C. 

3.2. Caracterización bloqulmlca. 

Para llevar a cabo la caracterización bloqulmica de la PPasa membrana! de R. · 

. pa/uslri~ se utilizó la siguiente metodologia: 

'3.2.1,! Obt~~clón de cromatóforos (membranas fotoslntétlcas). 

>i . .:, Se siguió el método descrito por Baccarlni-Melandrl el al, 

Clbt~nciÓn de cromatóforos. 

A l.~s bacterias se resuspendieron en amortiguador Tris-HCI 50 mM, M~CÍ~ 5 ~M ·,'pH 

e.o en una proporción 1/10 (g bacterias/ mi amortiguador), que col'ltel1ia '1 ri;g de 

ADNasa por 100 g de peso húmedo de bacterias. 

B. Para romper las células se sonlcó la suspensión en lotes de 15 mi por 1:45 mln en 

un sonicador Brarison (Sonlfler 250) a máxima potencia y enfriando con baño de 

agua a 4ºC (Scholes et al,, 1969). 

C. Se centrifugó a 20,000 x g durante 20 min para separar las células sin romper, 

cápsulas y residuos, que quedaron en el sedimento. 

D. El sobrenadante de la centrifugación anterior, se sedimentó a 100 000 x g por 80 

min obteniéndose asi una pastilla de cromatóforos. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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E. La pastilla de cromatóforos se resuspendio en Tris-HCI 50mM, EDTA 5 mM y EGTA 

2 mM a pH 8,0 y se centrifugo nuevamente a 100 000 x g por 80 mln, para quitar los 

cationes dlvalentes de la preparación. 

F. La pastilla de cromatóforos obtenida del paso anterior se resuspendlo en Trls-HCI 

50 mM pH 8.0 y se centrifugo a la misma velocidad. Finalmente, los cromatóforos se 

resuspendleron en el mismo amortiguador a una concentración aproximada de 60 

mg de protelna/ml. 

G. La preparación de cromatóforos se guardó a 4 ºC y se usó en los 3 dlas siguientes, 

periodo durante el cual no hay cambios Importantes en la actividad hidrolltica. 

3.2.2. Determinación de proteina. 

La cantidad de proteina se cuantifico por los métodos: de Lowry el al. (1951) y 

Bradford (1976), utilizando como estándar Albúmina de suero bovino. 

3.2.3. Determinación de la actividad hidrolitlca. 

La actividad hldrolitlca . o actividad de plrofosfatasa, se cuantifico como la 

liberación de PI a partir de PPI a 3o•c, en presencia de MgCl2 o de otros cationes 

divalentes. La determinación de la actividad se llevó a cabo en laoscÜrid~d. Para l~grar 
estas condiciones se utilizo ull cuartó Iluminado con 1uz verd~ de; segúridaci. (sé:h1rt, 
1972). El medio de reacción en general contenla: Tris-maleato 50 mM pH 8.0 o bien 

Glicilglicina 50 mM pH 7.4, PPiNa 0.5 mM, MgCl2 1 mM. 

La reacción se Inició al afladir 0.5 mg de protelna de la preparación de 

cromatóforos, el medio se incuba a 30°C durante el tiempo especificado en cada 

experimento y la reacción se detiene al afladir ácido trlcloroacético a una concentración 

final de 6%. Por último, se centrifuga a 3,000 rpm por 5 mln y se cuantifica en el 

sobrenadante el Pi presente con el método de Sumner (1944). La actividad especifica 

se refiere como nmoles Pi min·1 mg de protelna·1• 

Cualquier otra modificación se especifica en los ples de figura de la sección de 

resultados. Todos los experimentos se repitieron por lo menos tres veces. 
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3.2.4. Determinación de la actividad sintética. 

Para la determinación de la actividad de slntesis de PPi se Incubaron los 

crornatóforos (1- 5 mg de protelna), en amortiguador glicilglicina 100 mM pH 7.4, 

NaH2P04, 15 mM, MgCl2 10 mM a 30 ºC, ajustando el volumen a 500 µI y se 

iluminaron con focos de 100 W a una distancia de 35 cm durante el tiempo necesario 

(de 10 a 30 mln). Para detener la reacción, se apagó la luz y se colocaronn los tubos en 

hielo. Posteriormente se hirvieron por 5 min (para desactivar a las enzimas y 

desnaturalizar a la protelna). Se centrifugo a 3,000 rpm 5 min, se tomó una allcuota 

(300 ¡il) del sobrenadante, que contenla el PPI y se procedió a la cuantificación de este. 

Cuantificación del PPI. 

Se utilizó un sistema de enzimas acopladas para la cuantificación del PPi (Sigma 

P7275), dicho método esta basado en la oxidación del NADH + H+, dependiente de PPi, 

de la siguiente manera: 

PPi + fructosa -6-Pi 

fructosa 1, 6-dl PI 

d-gllceraldehldo-3-Pi 

PPl-PFK 
_____ fructosa 1, 6-dl PI+ PI 
adolasa 
----+ d-gllceraldehldo-3-Pi + dihldroxiacetona-PI 

.• TPI 
dlhldroxlacetona-Pi 

;-'.''·~ - ; 

. . :-~,· . . ·;, 

2 dihldrcíxiac~idna-PL+ p-NÁoÜ ~ iH• • __ G_o_H __ 2 glicerol-3-Pi + 2 p-NAD• 
- . - -··--'· .;•, .. :·.,,- -.;._ 

.·Donde.:'· <'.-Pp~PFK'/rrp~Ío~~ 6~PI cÍnasa, dependiente de PPi, 

< TPI.= t~los~f~~f~tc) lsgm~rasa y GDH = gllcerofosfato deshidrogenasa. 

. . .· ·•. El,PPI'~~ ~Lá·~·tÍfi~c) Indirectamente midiendo la disminución de la absorbencia de 

; la: muestra'"~ s4o ílm. Para calcular la concentración de PPi en cada una de las 

. . ' muestras' se utiliza la formula: 
·' • e~··::.'.'._~, ... -~: ',¿ :':>.:._'.. '' 

·.' PPl(µmoles /mi)= (.M muestra-M blanco) (1.1) 
. (6.22) (2) (0.3) 

Donde: 
1.1 =Volumen de la mezcla de reacción. 
6.22 = Coeficiente de extinción milimolar del NADH a 340 nm. 
2 = moles de P-NADH oxidado por mol de PPi consumido. 
0.3 =Volumen de la muestra 
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3.2.5, Cálculo de las concentraciones de complejos y especies libres en las 

reacciones. 

Las concentraciones de los metales libres, del PPI libre y de los complejos, se 

calcularon con el programa IONES, que resuelve las ecuaciones simultáneas que 

describen el equilibrio múltiple que existe en la solución problema utilizando las 

constantes de asociación de los componentes. Las constantes de asociación fueron 

tomadas de Martell y Slllén (1971) y expresadas como log Ks son: 

Complejo Log Ks 

Mg-PPI 6.00 

Zn-PPi 11.66 

Co-PPi 6.10 

3.3 Caracterización molecular. 

Para la obtención del gen de la PPasa membrana! de R. pa/ustris se utilizó la 

siguiente metodologla: 

3.3.1. Obtención de ADN cromosoma! de R. pa/ustrls. 

Para obtener el ADN cromosoma! de R. palustris se siguió la siguiente metodologla: 

A. Se resuspendieron 6 g de células en 30 mi de amortiguador que contenla: 0.15 M 

de NaCI, 0.1 M de EDTA, pH 8.0; las células se centrifugan a 3,000 rpm en una 

centrifuga cllnica por 10 mina 4º C. 

B. Se resuspendio la pastilla en 9.0 mi del mismo amortiguador y se transfirió a una 

botella de 250 mi. 

C. Se agregaron 2.0 mi de solución de llsozima (50 mg/ml en H20) y se mantuvo con 

agitación vigorosa por 2 h a temperatura ambiente. 

D. Se vació el contenido a 2 tubos de plástico de 50 mi; se congelaron los tubos 

mediante la inmersión en hielo seco-etanol, girándolos para que las bacterias se 

congelaran alrededor de las paredes del tubo. 
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E. Se añadieron 22.5 mi por tubo de solución de lisis (1% SOS, 0.1 M Trls-HCI pH 8,0, 

0,1 M NaCI) precalentada a 50'C; se incubó 10 mina 50'C agltándo los.tubos 

constantemente. .. , .: .. :.< . ; ·, 
F. El llsado se extrajo 2 veces con 30-40 mi de una solución de' f~nol-ciorofor~o 1;1 a 

.,,., 
temperatura ambiente. 

G. Se separaron las fases mediante centrifugación a 5,CJOO~p~ ·~n ·una centrifuga 

cllnica durante 15 min, se tomó la fase superior (acuosaf y se desechó la fase 

inferior de fenal, se combinaron las fases acuosas de los 2 tubos y se transfirieron a 

otro recipiente. La extracción se llevo a cabo dos veces .. 

H. Se agregaron 2 volúmenes de etanol al 100% helado a un recipiente con capacidad 

de 400 mi que contenla la fase acuosa; la formación de una hebra de ADN 

cromosoma! pudo apreciarse instantáneamente. El ADN se enrolló en una varilla de 

vidrio o en una pipeta Pasteur modificada con la punta en forma de gancho. 

l. · El ADN se dejó secar al aire por 1 h y se colocó en un tubo de ensaye estéril. 

J. El ADN se resuspendlo en 2.0 mi de H20 a 4°C toda la noche; el ADN se rehldrató y 

se disolvió en agua. 

K. Se agregaron 1-2 µi de ARNsa tipo A (1 O mg/ml) y se incubó 1.5 ha 37 • C. 

L. Se extr~jo ·la ARNasa con una solución fenal-cloroformo 1 :1. 

M. Se. pre6ipltÓ eL ADN con etanol; se centrifugó ·15 min a 14,000 rpm, en una 

micro~entrlfuga y se dejó secar el ADN. 

N. El ADN se resuspendló en el volumen de H20 deseado y se cuantificó su 

cÓncentraclón mediante la absorbencia a 260/280 nm. 

3.3.2. Amplificación por medio de PCR del fragmento del gen de la PPasa 

membrana! de R. pa/ustris. 

Para la reacción de PCR se mezclaron los siguientes reactivos: 
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ADN cromosomal 
Oligo sentido 
Oligo antisentldo 
MgCl2 
DMSO 
DNTPS 
Buffer Vent 10 X 
Vent ADN Polimerasa 
H20 

[Final) 
100-200 ng 
100 plcomolas 
100 plcomolas 
0-0.5 mM 
10% 
0.1 mM 
1X 
1 unidad 
(aforar a 100 fll totales). 

Una vez mezclados los componentes la reacción se llevó a cabo utilizando un 

termociclador, sometiendo la mezcla a los siguientes ciclos: 

95°C 4 mln 1 vez 

95°C 1mln} 
55°C 45 seg 3 veces 
63°C 2 mln 

95°C 1 mln} 
58°C 45 seg · 27 veces 
63°C 2mln 

72ºC 10min 1 vez 

3.3.3. Purificación del producto de PCR. 

Una vez detectada la banda esperada se realizó una electroforesis preparativa en 

un gel de agarosa de bajo punto de fusión 1% en amortlguadorTAE a 70 V. 

Limpieza de la Banda. 

Para purificar la banda se utilizó el método GENECLEAN 11 (Blotechnologles, lnc. 

BIO 101), de la siguiente manera: 

A. Se cortó la banda del gel de agarosa y se colocó en un tubo Eppendo~cdei5 mi. 

B. Se agregaron 3 volúmenes de solución de Nal, se Incubó la banda du.rante 5 mln a 

una temperatura de entre 45ºC y 55ºC para disolver la agaro~¡{.· :~ • . • 

C. Se le añadieron 5 fll de la suspensión de "glassmilk" (perl~s de vidrio afines al 

ADN) y se Incubó a 4ºC de 5 a 10 mln. 
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D. Se centrifugó 5 seg a 14,000 rpm en una mlcrocentrlfuga para bajar el complejo 

ADN·"glassmllk". 

E. El producto se lavó tres veces con la solución "New Wash" que contiene etanol. 

F. Se eluyó el ADN con el volumen deseado de H20 precalentada a 50'C. 

3.3,4. Clonación del producto de PCR. 

Una vez que se tuvo la banda de ADN correspondiente se procedió a su clonación 

en un vector para posteriormente poder secuenciarla. 

El producto de PCR se clonó en el vector PCR™ll, utilizando el sistema de TA 

clonlng (lnvitrogen). Este método se basa en la propiedad de la enzima Taq polimerasa 

de poseer una actividad, templado independiente, de añadir una sola desoxladenosina 

(A) a los extremos 3' de fragmentos de ADN de cadena doble, en este caso del 

producto de PCR; el vector linearizado de este sistema tiene en los extremos 3' una 

desoxitimldlna (T), Jo que permite que el producto de PCR se ligue con eficiencia al 

vector. 

Dado que en Ja reacción de amplificación se utilizó Vent polimerasa en lugar de 

Taq polimerasa y debido a que la primera no deja las colas de A, es necesario añadir 

estos extremos a nuestros productos purificados de PCR, para lo cual se llevan a cabo 

los siguientes pasos: 

A. Se colocaron los ng de ADN a utilizar entubes Eppéndorf, se 1.ncubaron en hielo y 

posteriormente se anadleroñ 0.7·1 unldad6,~ d~ riiii ¡¡°-ll)11~Í.~~~.~~~·t~bo: .. : 
B. Los tubos se Incubaron a 72ºGpor10nil~; ·?·'\: \·!·;'·"'.!"'~'? 
C. La muestra se extrajo lnmediala~e~te ·~bn··u~ v81~~,~~:;~~a;7cle fenol:cloroformo 

;-::::._ '>'. '" · .. \.:~::~ ·-;1?/?-~>-.,,_~r-::~ .. -~~-~::,',~->=~~~:J:: -" 

D. ~:~.anadió 1/10 del volumen'd~~c~t~t~;~~~~(i¡()·{~;Y:;;J~1d~enes de etanol al 

.100% •. ,.· ... ····~<t·:·.·:.':.,!~·;',F''il(.~;~~·;{;k:;r,;,·· · .. 
E. Se centrif~garon las, mué~trás a,14,~00 rpin du¡ante5 mln para precipitar el ADN. 

F. Se reÚró ~lsob;en~dante, la p~~íi11a''s~ i~vó,con etanol al 80% y se dejó secar al 

~,;é·. ~~~;·.~ ':· .. _'.. . ' . . .. 
G. La.pa~tllla.~e resuspendló en agua o en amortiguador TE, en el volumen deseado. 
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Una vez obtenido el producto de PCR con las colas de A se lleva a cabo la ligación: 

A. Se estimó la cantidad del producto de PCR necesario para la ligación con 50 ng (20 

fmoles) de vector PCR™ll, mediante la formula: 

X ng de Inserto= CY pb del insertoH50 ng de vector pCR™lll 

(pb del vector pCR™ll: - 3900) 

B. Utilizando la concentración del producto de PCR previamente determinada, se 

calculó el volumen necesario para la ligación, l:l~.sado ,en una re
0

lácl6n1 :1: o bien 

. uná relación 1 :3 vector/ inserto. 

e, Se Incubó la r~acclón de ligación a 14ºCpor unmlnllllo de 4 '.h/ d~ pref~rencla toda 

. la ñoche.···· ... ·: ... > ' ,:: v .. :.:·<"':" . 
;.,_;,'· -

D; ·se tra'n~fo;nió ía ligación en célúlas compet~nÍE!s ci'J'É/~(lj¡ NM522.' 
.' ·'.~ .. ~~-·.:_//"·y: 

3.3.5. Obtenció~ de célul~s co~·~eten~es; y tr~~sfJr~~~;~~-. 
A. Se crecieron 5 mi de bacterias en un tubo de LB d~rante I~ n~che. 
B. Se Inocularon 50 mi de LB en un matraz de 250 mi c~Íl 1 n~I del cultivo anterior. 

C, Se creció el cultivo a 37ºC durante 2 h. 

D. Se centrifugo 1o'm1n a 4ºC en una centrifuga cllnlca y se resuspendleron las células 

en 6 mi de CaCl2100 mM estéril (mantenlendolo en hielo). 

E. Se incubaron las células en hlelo45 mlrí. 

F. Se centrifugaron en una centrifuga cllnlca 10 mln a 4ºC a 1500 rpm y se 

resuspendleron en 1.2 mi.de CaCl2 •. 

G. Se Incubaron las células en hielo 30 rnln. 

H. Se le adiciono la llgaclón a 100 ¡1J~.~ estas célul.as y se dejaron en hielo 30 mln en 

tubos Eppendorf. 

l. Se les dio un choque térmico Incubándolas 45 seg a 42ºC. 

J. Se les añadió 1 mi de LB y se crecieron las células 1 h a 37ºC. 

K. Se centrifugaron las células 3 mln en una mlcrocentrlfuga a 15,000 rpm, se decantó 

el sobrenadante y la pastilla se resuspendio en lo que quedó de medio 

(aproximadamente de 50-100 µI). 
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L. Se plaquearo.n las células en cajas LB, con: los antibióticos necesarios (las 

reslstenélas del plásmldo), 25 µI de Xgal (40 mg/ml) y 25 µI de IPTG 0.1 M. 

3,3,6, Secuencl11clón. 

Una vez determinada la presencia del inserto, se llevó a cabo la secuenclación de 

éste, utlllzando los desoxiollgonucleótldos sentido y antlsentido del fago M13. La 

secuenclaclón se realizó en un secuenciador automático en la Unidad de Blologla 

Molecular del Instituto de Flslologla Celular. 

Posteriormente se utilizó el programa GCG para compararlo con las secuencias de 

nucleótidos contenidas en diversas bases de datos y comprobar que el insertó posela 

alta similitud solamente con las secuencias de las H'PPasas. 

3.3.7. Obtención de la secuencia completa del gen de la PPasa membrana! de 

R. p/austrls. 

Para obtener la secuencia completa del gen se llevaron a cabo los siguientes 

experimentos: 

3.3.7.1 Digestión del ADN cromosomal. 

Se utilizaron las siguientes enzimas de restricción: BamHI, EcoRI, Pstl y Sall. Se 

digirieron toda la noche a 37°C. 

3.3.7.2. Análisis tipo Southern. 

Se utilizó como sonda el fragmento de 1371 pb, para localizar una banda de las 

digestiones donde se encuentre el gen completo de la PPasa membrana!. 

Los pasos del análisis tipo Southern son los siguientes: 

Marcaje de la sonda. 

La sonda se marcó de acuerdo al protocolo "Gene lmages Random Prime Labelling 

Module" (Amersham). El procedimiento se basa en la utilización de nonámeros de ADN 

con secuencia aleatoria que funcionan como oligonucleótidos para iniciar la slntesis de 

ADN utilizando como templado la sonda a marcar; en este sistema la fluorescelna-11-
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dUTP se Incorporó al ADN sintetizado reemplazando parcialmente al dTIP con lo que 

se genera una sonda marcada. La detección de los grupos de fluorescelna 

Incorporados a la sonda, se realizó con anticuerpos antl-fluorescelna acoplados a 

fosfatasa alcalina. 

A. Se llevó el ADN a ser marcado a una concentración de 2-25 ng/ml en agua 

bldestilada. 

B. Se descongeló en hielo los oligonucleótidos y la mezcla de nucleótldos que vienen 

en el sistema. La muestra de ADN se desnaturalizó por calentamiento durante 5 mln 

en un bano con agua hirviendo, Inmediatamente después la muestra se enfrió en 

hielo. Se recomienda que la desnaturalización se haga en uri volumen de al menos 

20 pi. 

C. A un tubo de mlcrocentrlfuga de 1.5 mi, colocado en un baño de hielo, se va 

agregando lo siguiente: 

H20 para aforar un volumen final de 50 ¡ti de la reacción 

Mezcla de desoxlnucleótldos 1 O ¡ti 

oligodesoxlnucleótldos 5 ¡ti 

ADN desnaturalizado 50 ng 

Enzima Klenow ADN polimerasa 5 unidades. 

D. Se mezclaron los reactivos con la mlcroplpeta y se tapó el tubo. 

E. La reacción se Incubó a 37ºC por 1 h. 

F. Se terminó la reacción con la adición de EDTA (concentración final de 20 mM). 

Electroforeseis en gel de las muestras 

Las digestiones se corrieron 1 h a 70 V en un gel de agarosa 1 % con amortiguador 

TBE. Se tinó el gel con bromuro de etidio, se observó el gel en un transiluminador con 

luz UV y se registró con una fotografla. 

Transferencia a una membrana de nitrocelulosa 

A. Antes de transferir el gel se le hacen los siguientes lavados a temperatura ambiente: 
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B. Depurlnización: se le añadieron al gel 250 mi de 0.25 M HCI y se Incubaron 15 min 

con agitación. 

C. Desnaturalización: Se desechó la solución del lavado anterior y se le añadio al gel 

250 mi de NaOH 0.4 N, NaCI 0.6 M, primero se incubó 15 mln a temperatura 

ambiente con agitación y posteriormente se le dio un nuevo lavado de 30 min con 

las misma solución. 

D. Neutralización: Se desechó Ja soluc.lón del lavado anterior y se le atiadleron al gel 

250 mi de Tris HCI 0.4 M, pH 7.5, NaCI 0.6 M .• se dio un primer lavado de 5 mln con 

agitación y un segundo lavado de 30 mln. 

E. Se marcó la esquina Inferior izquierda del gel y la derecha inferior de la membrana. 

F. Se humedeció la membrana con agua bldestilada y posteriormente con 10 x SSC 5 

min. 

G. Se montó el dispositivo para la transferencia. 

H. Se transfirió el gel toda la noche. 

l. Al dia siguiente se retiró el paquete gel-membrana y se marcan los pozos con una 

pluma. 

J. Se entrecruzó el ADN con la membrana en un horno de luz UV. 

Prehibrldización e hibrldización 

A. Se colocó la membrana en un tubo de horno de hibridización y se prehibridizó 

por dos horas, en la siguiente solución: 

H20 
20X SSC 
SDS10% 
Dextran sulfato 50% 
Liquido bloqueador 

5.9 mi 
2.5ml 

100 µI 
1 mi 
0.5ml 

B. Se le añadieron 100 ¡11 de ADN de esperma de salmón a la sonda marcada con 

fiuoreselna y se desnaturklizó hirviendo 5 mi~ y enfriando en hielo. 

c. Se le añadió la sorÍdaila ;membra.na previamente colocada en un recipiente para 

hibridizar. Se hibridlzÓ toda I~ no~he ¡¡ 68 º e con agitación. 
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D. Se le aplicaron a la membrana lavados de máxlmaseveridad, por tratarse de una 

sonda homóloga, los lavados se mencionan a continuación: 

a) Se lavó la membrana una vez con 100 mi de 2x ssc 5 mln a temperatura 

ambiente. 

b) Se lavó 2 veces con 200 mi de 0.1 x SSC, O, 1% SOS por 30 min a 70ºC. 

e) Se lavó 2 veces con 100 mi de 0.1 SSC, el primer lavado a 70°C y el 

segundo se bajó la temperatura del hibrldlzador a temperatura ambiente, 

ambos lavados se realizaron por 15 mln. 

Detección 

A, Después de los lavados de hlbrldlzaclón se lavó la membrana en 200 mi de "Diluent 

Buffer" (Amortiguador de dilución) a temperatura ambiente. 

B. Se Incubó por 1 h a temperatura ambiente con agitación en 1/10 de agente 

bloqueador diluido en el amortiguador de dilución (en un volumen final de 75 mi). 

C. Se enjuagó la membrana brevemente como en el paso A. 

D. Se diluyó el anti F-AP conjugado 5,000 veces en 0.5% peso/volumen de albúmina 

sérica bovina en amortiguador de dilución. 

E. Se Incubó la membrana en el conjugado diluido con agitación suave durante 1 h. 

F. Se retiró el conjugado que no se pegó, lavando 3 veces, 10 min cada vez con 250 

mi de Tween 20 0.3% (vol/ vol) en amortiguador de dilución. 

G .. Se lavó la membrana con 200 mi de amortiguador de dilución. 

H. Se aplicó sobre la membrana el reactivo dioxetano con atomizador (el cual es un 

reactivo qulmlolumlnlcente que produce luz cuando es cortado por la fosfatasa 

alcalina y que por lo tanto detecta la presencia de sonda marcada) y se colocó la 

membrana en una bolsa (sin que se secara). 

l. Se colocó la placa en un cassette y se dejó exponer una pellcula fotosensible por un 

periodo de 1 o 2 h en la oscuridad. 

J. Una vez transcurrido el tiempo de exposición se procedió a revelar la placa. 

K. Se analizó la placa y se localizaron las bandas esperadas. 
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Una vez determinada(s) la(s) digestión (es) que da(n) una sola banda de un 

tamaño no muy alto (no mayor de 6,000 pb), que en este caso se trató de Ja digestión 

con Pstl, se extrapoló Ja localización de ésta en el gel de agarosa, mediante el cálculo 

del Rf. Se realizó un nuevo gel bajo las mismas condiciones y se procedió a cortar la 

región donde se localizó la banda escogida previamente. El ADN se purificó con Gen 

Clean, se ligó al vector pDluescript y se transformó en E. co/i. Las colonias 

transformantes blancas se replaquearon parchándolas por duplicado en: una caja 

control y en otra caja con membrana de nylon ambas conteniendo LB Xgal-IPTG con 

amplcilina. Cuando se reunió un número suficiente de colonias blancas (50 o más) se 

procedio a realizar la hlbridizaclón en colonia para determinar la(s) colonia(s) que 

poseen el Inserto con el gen de la PPasa membrana! completo. 

3.3.7,3. Hlbrldlzación tipo Southern en colonia. 

Se guardó la placa control con las colonias a 4ªC sellada hasta saber los resultados 

de la hibridización. La membrana de nylon de la caja duplicado se trató de la siguiente 

manera: 

A. Se marcó la membrana de nylon con lápiz en varios sitios para determinar la 

localización de las colonias. 

B. Se prepararon 4 charolas de plástico ,de la· siguiente manera: se coloco en su 

Interior papel filtro aproximadamente del,tamaño de la membrana doblado en los 

extremos, de tal manera qÜe estuvl~~a ~rÍ contacto con el fondo del recipiente. Se 

vertió a. cada. cha'rol~, . e( vqlÜinen suficiente de la solución correspondiente, 

permitiendo que el p~pel filtro sé sattrara de esta. 

c. La primera éh~,;~ia"c6~:t~nl~ sos al 10%; la membrana se dejó sobre el papel 5 

mln. 

D. Se pasó lam~mbrana a la segunda charola, la cual tenia solución desnaturalizante 

(0.4 M de NaOH, 0.6 M de NaCI), la membrana se mantuvo ahl 5 min. 

E. Se pasó la membrana a la tercera charola con solución neutralizadora (0.6 M de 

NaCI, 0.4 M Tris HCI pH 7.5), 5 min. 

F. Finalmente se pasó a la cuarta charola que contiene 2 x SSC, 5 min con agitación; 

se retiraron los restos de las colonias frotando suavemente (usando guantes). 
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. G. Se colocó la membrana en un papel filtro seco y se le dejó secar de 30 mln a 1 h; • ;;é •. 

H. Se colocó la membrana en medio de 2 pedazos de papel filtro y se entrecrúzó en un · 

horno de luz UV. · ,/, 

l. A partir de este paso las Indicaciones fueron las mismas que lasde la' hlbrldlzación 

tipo Southern descrita anteriormente, es decir la membrana sé prehlbrldi~6: ·se . :·-·_ .;,, .-·:--"- .• .-·-· 

hibrldizó, se lavó y se llevó a cabo la detección. 

Una vez que se sele~clonaron las colonias que dieron senal poslliv~ se repláquearon, 

se crecieron en llquldo y se les extrajo el plásmldo mediante el método de Wlzard 

mlniprep (Promega), se hizo un análisis de restricción para verificar que la clona 

contenla el Inserto y éste se mandó secuenciar. 

Para llevar a cabo la secuenciaclón del gen completo en fas dos direcciones se 

diseñaron los siguientes oligonucleótldos Internos a partir de la secuencia del 

fragmento de 1371 pb. 

Oligodesoxinucleótidos sentido: 
5' CAT AGC ATG CCG CGC CA 3' 
5' TGA AGA ACG TGA TGC CGG 3' 
5' ACC AAG GGC TAC GCG AT 3' 
5' ATC GTC ACC GGC ATC ne 3' 
5' CGC GTC GCA GTA AGC TCT 3' 

Oligodesoxinucleótidos antisentido: 
5' AAA GCG CGG GAT CTC CG 3' 
5' TAT CGA CGC GAA GAG GTA G 3' 
5' GTA GTA CTC GGT GAC ce 3' 
5' GAA CAG GTC GGC GGC CAT 3' 
5' AAC GCC AGC TCC AGT GC 3' 

Una vez obtenido el gen completo, se analizó la secuencia 

3.3.8. Análisis de la secuencia. 

Para el análisis genético se utilizó el programa GCG, mientras que para la 

determinación del perfil de hidropatla y los cruces transmembranales se empleó el 

programa TopPredll (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/toppred.html). 
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3,3,9. Conjugación. 

A) Se cultivaron 1 O mi de la bacteria aceptara (en este caso Rhodobacter 

sphaeroides 2.4.1.) hasta que alcanzaron la fase logarltmica tardla. 

B) Se Inocularon 5 mi de medio LB (con los antibióticos correspondientes) con una 

asada de la clona de E. col/ S17 que contenla la construcción que se deseaba 

transferir (bacteria donadora) y se dejó crecer toda la noche. 

C) Se Inocularon 20 mi de medio LB con un centésimo de volumen (200 ¡11) del 

cultivo de E. coli S17 anterior y se les dejó crecer de 1.5 a 2 h a 37º C con 

agitación hasta que alcanzaron una densidad óptica a 550 nm de alrededor de 

0.5. 

D) Se tomaron allcuotas de 500 µI de los cultivos de las bacterias donadora y 

aceptara y se centrifugaron a min a 4,000 rpm para bajarlas. 

E) Se lavaron las bacterias aceptara y donadora 2 veces con un mi de LB 

F) Ambas bacterias se resuspendieron en lo que quedó de medio después de 

vaciar el tubo (de 50-100 mi), se juntaron la aceptara y donadora y se mezclaron. 

G) Se vertió la mezcla de bacterias sobre fragmentos estériles de nitrocelulosa 

colocados previamente en una caja de Petrl con medio LB. 

H) Se dejó conjugar a las bacterias de 5 a 24 h incubándose a 30º C. 

1) Se tomó el papel de nitrocelulosa con unas pinzas estériles y se introdujo a un 

tubo Eppendorf con 1 mi. de LB, se resuspendieron las bacterias utilizando un 

Vortex y se retiró el papel. 

J) Se centrifugaron las bacterias a 15,000 rpm 3 mln y se resuspendieron en 100 µI 

de el medio que quedó. 

K) Se sembraron las bacterias en cajas de Petrl con el medio deseado (en este 

caso Cohen-Bazire) con los antibióticos apropiados para seleccionar a las 

bacterias que aceptaron la construcción (en este caso gentamicina 15 µg/ml) y 

con un antibiótico que solamente eliminara a la bacteria donadora (ácido 

nalidlxlco 20 ¡1g/ml). 

L) Se recuperaron las clonas positivas y se sembraron para comprobar que hablan 

aceptado la construcción. 
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4. RESULTADOS. 

4.1. CARACTERIZACIÓN BIOQU(MICA DE LA H'PPasa DE Rhodopseudomonas 

patustris. 

Para la caracterización bioqulmica de la H•ppasa de R. pa/ustris se utilizaron 

bacterias crecidas fotoslntétlcamente, cosechadas en la fase logarltmica tardla y se 

prepararon membranas (cromatóforos) con las cuales se realizaron todas las 

mediciones de actividad enzimática. 

4.1 ,1, Especificidad de sustrato. 

La tabla 2 muestra la actividad hldrolltlca de la WPPasa de los cromatóforos de 

R. palustris en presencia de PPI y otros sustratOs fosforilados. La enzima es especifica 

para el sustrato Mg-PPi y a excepción de los sustratos AMP-Mg y PEP-Mg, con los que 

hidroliza 3.3% y 8.7% respectivamente de la actividad con Mg-PPi, no es capaz de 

hidrolizar a otros sustratos. 

Tabla 2. Especificidad de sustrato de la H'PPasa de Rhodopsoudomonas pa/ustr/s. 

Sustrato AE 

PPI 94.0 

AMP 3.3 

AOP o 
p-gllcerol fosfato o 
a-O glucosa 1-P o 
a-O glucosa 6-P o 
PEP 8.7 

Las condiciones experimentales fueron: Tris-malealo 50 mM pH 7, MgCI,, 1 mM, 0.5 mM de cada 
sustralo y 0.5 mg de prolelna. Tiempo de Incubación 10 mln a 30°C. A.E. en nmoles PI mln'1 mg'1, 

4.1.2. Efecto del Mg sobre la actividad hidrolítlca. 

La actividad de todas las plrofosfatasas es dependiente de la presencia de 

metal divalente, principalmente del Mg. El Mg tiene un doble papel, por un lado formar 

al sustrato (Mg-PPI o Mg-Pi) y por el otro funciona en forma libre como regulador, 

activando a la enzima (Cooperman el al, 1992 , Cells y Romero, 1987; Sosa et al, 1992; 
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Maeshlma, 2000). En .el caso de la WrPa.sa de R. rubrum, la hidrólisis del complejo 

Mg-PPI se presenta cuando la concentración de Mg libre está por arriba de1 O µM. 

En la Flg. 6 se muestra la cinética de hidrólisis del Mg-PPI por la WPPasa de 

cromatóforos de R. pa/ustris en dos condiciones, En la primera, el Mg y el PPI fueron 

añadidos en concentraciones equlmoleculares (•); de acuerdo a la constante de 

asociación del complejo Mg-PPI, lag Ks = 6.0 (Martell y Sillén, 1971). Bajo estas 

condiciones el Mg libre no rebasa los 38 µM (Tabla 3) y como puede observarse en la 

Flg. 6, la cinética tiene un comportamiento slgmoldal, llegándose a un máximo 

alrededor de 85 nmoles de PI mln-1 mg de protelna·1. En la segunda condición, 

además de mantener las concentraciones equlmoleculares de Mg y PPi, se añadió 0.5 

mM de Mg libre (•). A concentraciones menores de 0.4 mM de sustrato, las actividades 

obtenidas son mayores que sin Mg libre y se conserva la cinética sigmoidal. La 

velocidad máxima es de 83 nmoles de PI min -1 mg protelna -1, comparable al máximo 

obtenido para la condición anterior. Posteriormente la actividad decrece en función de 

la concentración de sustrato hasta un 63% del máximo. Es evidente que el Mg libre 

ejerce un papel estimulador de la hidrólisis de PPI al menos hasta 0.4 mM de sustrato. 

Estos datos contrastan con los obtenidos por Schwarm el al (1986) para R. 

palustris, los autores reportan también una cinética sigmoidal a bajas concentraciones 

de Mg2• libre (0.001 mM), pero al aumentar la concentración del catión libre a 0.1 mM 

la cinética se vuelve hiperbólica. En este trabajo nunca se pudo obtener este tipo de 

cinética, aún variando diferentes concentraciones de Mg2
• libre en el medio. 
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Flg. 6. Cinética de hldrólisls del complejo Mg·PPI. Las condiciones expe'rimenlales fueron: Trls-HCI 50 
mM pH 7, 0.5 mg de protelna y las concentraciones Indicadas de Mg-PPI. Tiempo de Incubación 2.5 mln 
a 30°C. Mg-PPI equlmoleculares (•), mas 0.5 mM de Mg >+ubre(•). 

Tabla 3. Concentraciones de PPI y Mg libre Calculadas a partir de la Fig. 6. 

Sin Mg" libre Con Mg2
' libre 

[Mg·PPi [Mg o PPi libre] M [Mglibre] M [PPi libre] M 
Aílndldol mM 

0.05 5.00x 10"' o 
0.075 . 5.00 X IO"' 1.45 X IO -

O.J 9.512x 10·• 5.00 X IO"' 1.99 X 10 º 

O.J5 9.7J8x w- 5.00x 10"' 2.99 X 10 -
0.2 l.36x 10" 5.00 X 10"' 3.98 X IO -
0.3 1.68 X 10" 5.00 X JO"' 5.98x10· 
0.4 1.95 X JO. 5.00 X JO"' 7.97x10· 
0.5 2.J8 X 10. 5.00 x JO"' 9.96x 10· 
0.6 2.4x 10·· 5.0J X 10"' 1.19xlo-
0.7 2.59x 10· 5.0J X JO ... J.39x 10-
0.8 2.77x IO' 5.01 X IO ... 1.59 X 10' 
1 3.11 X 10' 5.01X10"' 1.98 X 10 ·• 

1.25 3.48 X 10. 5.02 X IO"' 2.48 X 10 ·• 
1.5 3.82 X 10" 5.02x JO"' 2.97 X JO -
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4.1.3. Efecto de otros cationes divalentes sobre la actividad hidrolítlca. 

Como se mencionó en la sección anterior, el Mg2+ es el principal catión utilizado 

por las PPasas. Sin embargo, otros cationes dlvalentes pueden sustituir al Mg 2• en sus 

dos papeles, pero con menor eficiencia (Celis y Romero, 1987). 

El caso del Zn 2
• es diferente, ya que en la H'PPasa de R. rubrum puede 

sustituir al Mg2• en la formación del sustrato tan efectivamente como el Mg2+ pero a pH 

ácido (Romero y Celis, 1995). 

Para explorar el efecto de los cationes divalentes sobre la actividad pirofosfatasa 

de los cromatóforos de R. pa/ustris se realizó el experimento de la Fig. 7. Se mantuvo 

fija la concentración de PPI en 0.5 mM y se añadieron concentraciones crecientes de 

los cationes Mg2•, zn2•, Co2•, Mn2
• y ca2

•. Bajo las condiciones del experimento, 

ningún catión Igualó la actividad obtenida con el Mg2
•. Se obtuvo alrededor de un 42% 

de la actividad con Mg•2
, con zn2

• y Co2+, mientras que prácticamente no hay 

actividad con Mn2
• y ca2

•. Hay que hacer notar que la respuesta a la concentración de 

catión es diferente para el caso de Zn2•y Co2
• con respecto a la de Mg 2•. 

Como se aprecia en la Fig. 7, la velocidad de hidrólisis de PPi se Incrementa a 

medida que la concentración del Mg añadido aumenta, siendo máxima alrededor de 

0.75 mM. Posteriormente, la actividad se mantuvo y disminuyó ligeramente (9.5% a la 

concentración más alta utilizada). Considerando que la concentración de PPi en el 

experimento fue de 0.5 mM, a partir de esta misma concentración de Mg añadido se 

empieza a tener concentraciones crecientes de Mg libre y la actividad hidrolilica sigue 

aumentando hasta alrededor de 1 mM de catión añadido, lo que nos indica que el Mg 

libre es el activador de la reacción en este intervalo de concentración y posteriormente 

no hay más activación. Esto corrobora el hecho, demostrado en la sección anterior, de 

que el Mg libre es activador de la reacción. 

El zn2• y el co2
• siguen patrones diferentes, en ambos casos, se obtiene un 

máximo de actividad y ésta decrece a concentraciones de catión mayores y menores 

de la concentración ·óptima, alcanzando valores de cero o cercanos. La actividad 

óptima para la cur:.ia del Zn2
• se obtiene a una concentración de 0.25 mM, en esta 

condición.existe o'.249 mM de PPI libre que aún no se ha acomplejado y no hay Zn2• 
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libre (Tabla 4); sin embargo, al acercarnos a 0.5 mM de Zn la actividad decrece a pesar 

de que hay suficiente sustrato para la hidrólisis y a 1 mM de catión la actividad es nula. 
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Flg. 7. Efecto de cationes dlvalentes sobre la hidrólisis de PPI. Las condiciones experimentales 
fueron: Trls-maleato 50 mM pH 7, NaPPI 0.5 mM, 0.5 mg de protelna y las concentraciones Indicadas de 
cationes añadidos en forma de cloruro. Tiempo de Incubación 5 mln a 30' C. Mg" (•), Zn" (•), Co" 

(&), ca2
• (O) y Mn" (t). 

En la H'PPasa de R. rubrum se ha demostrado que el zn2• libre es la especie 

Inhibitoria de la actividad de PPasa (Celis y Romero, 1987) lo que podria explicar, en 

nuestro caso, la calda de la actividad a partir de 0.5 mM de catión añadido, pero no la 

calda de 0.25 a 0.5 mM. 
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Tabla 4. Concentraciones molares de complejos y especies libres calculadas a partir de la Flg. 7 

¡cntión] IMg-PPi] PPi libre Mglibrc IZn-PPi] M f>Pi libre Zn libre 

0.5 X 10" 4.98 X 10 ·> 4.5 X 10" 1.1 X 10. 5 X IO. 4.99 X IO .. o 
1X10' 9.97xl0' 4 X 10" 2.49 X 10. 1X10. 3.99x 10" o 
2.5 X IO .. 2.49 X 10. 2.5 X 10" 9.92x IO' 2.5 X 10" 2.49 X 10" o 
5 X 10. 4.78xl0" 2.18 X 10' 2.18 X 10 ., 4.99xlO" o o 
7.5 X 10" 4.98 X 10-~ 1.97 X IO .. 2.51X10" 5 X 10 ..¡ o 2.49x 10" 
1.0 X 10. 4.9904x 10" 9.96 X IO. 5 X 10" 5 X IO .. o 4.99 X 10. 
1.25 X IO. 4.9937 X 10-..¡ 6.65 X 10' 7.5 X 10" 5 X IO" o 7.49 X 10" 
1.5 x IO. 4.9953 X 10" 4.99x 10· 1X10' 5 X IO .. o 9.99x 10· 
1.75 X 10. 4.9963 X 10. 3.99x 10· 1.25 X 10. 5 X 10" o 1.249 X 10" 
2.0 X 10. 4.997x 10" 3.33xl0' 1.5 X 10' 5 X 10. o 1.499 X IO .. 

Continuación de la Tabla 4 

ICntiónl l ICo-PPil PPi libre Co libre 
0.5x 10" 4.99 X 10 ' 4.5 X 10" o 
1 X 10' 9.98x 10·' 4 X 10. 1.981 X 10. 
2.5 X 10' 2.492x 10" 2.5 X 10. 7.894 X 10. 
5 X 10. 4.8 X 10" 1.95x 10. l.955x 10· 
7.5 X 10. 4.98xl0' 1.638 X IO ., 2.415 X 10" 
10 X 10' 4.99x 10· 7.99x 10· 5 X 10" 
12.5 X 10 ., 4.99x 10· 5.28x 10· 7.5 X 10" 
15 X 10' 4.996x IO" 3.96xl0' 1 X 10. 
17.5 X 10-~ 4.997 X 10" 3.17 X 10. 1.25 X 10' 
20' 10. 4.9977 X 10. 2.64x 10· 1.5 X 10. 

Para el caso del Co2
•, el óptimo se obtiene 'en un intervalo amplio de 

concentraciones (0.5 -1 mM) y la inhibición posterior no es abrupta sino lenta 

correlacionando la calda también con concentraciones crecientes de co2
• libre en el 

medio (Tabla 4). 

En las condiciones experimentales usadas, los resultados pueden resumirse de 

la siguiente manera: 

a) Los cationes que pueden formar complejo con PPi y su selectividad son: 

Mg2• > zn2• = co2•. 

b) El Mg2
• es el único catión activador. 

c) El zn2• y el co2
• en su forma libre son lnhibidores. 
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4.1.4. Perfil de pH. 

Tomando en cuenta que la hidrólisis de PPI es dependiente de la concentración 

de cationes, escogimos las relaciones óptimas de PPl-catlón para explorar el efecto del 

pH sobre la reacción hldrolltlca utilizando los cationes Mg,Zn feo, •..... · .. 
La Fig. a muestra las curvas de pH obtenidas para i'a hidrólisis de PPI. 

l 
1 

pH 

Flg. a. Efecto del pH sobre la hldr61lsls de PPI. Las condiciones experimentales fueron: Tris-maleato 
50 mM a los valores de pH que se Indican, 0.5 mg de protelna y las siguientes concentraciones de 
catlón-PPI: Mg 1mM I PPI 0.5 mM (•), Zn 0.25 mM I PPI 0.5 mM (•)y Co 0.75 mM I PPI 0.5 mM (4). 
Tiempo de Incubación 5 mln a 30ºC. 

Como puede observarse el perfil obtenido con Mg-PPI (•) no es una campa.na 

típica donde existe un pH óptimo ónice y la actividad cae abruptamente hacia ambos 

lados. En este caso, el pH óptimo está entre 6.5 y 7 y hacia valores de pH básicos la 

actividad decae lentamente hasta un 60% del óptimo a pH 10. Hacia valores de pH 

ácidos, la calda es más considerable llegando a cero a pH 5. 
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La curva de pH para Zn-PPI parece ser más simétrica (•), el óptimo se 

encuentra alrededor de pH 5,8, y a pH de 7.5, solo se tiene 13% de la actividad 

máxima. Aunque esta actividad no alcanza los niveles obtenidos con Mg-PPi, la 

hidrólisis obtenida a pH 5.6 es considerable, sobretodo tomando en cuenta que a este 

valor de pH la actividad con Mg-PPI es Inferior al 40% de la que se observa a su pH 

óptimo. De acuerdo a este experimento es claro que la enzima puede utilizar diferentes 

cofactores, lo que le permitirla ser funcional en un rango de pH más amplio. Para que 

este efecto tuviera un sentido fisiológico tendrla que correlacionarse con 

concentraciones de PPi y cationes in vivo. 
La actividad con Co-PPI es muy baja y el perfil muestra una meseta muy amplia 

desde pH 6.0 hasta pH 8.0 (A). 

Finalmente, también se llevó a acabo el perfil de pH, pero utilizando como 

sustrato p-nitrofenilfosfato-Mg (0.5mM/1mM) (datos no mostrados) este compuesto es 

un sustrato artificial para fosfatasas. A ningún pH ensayado se obtuvo actividad 

hidrolltica considerable, Indicando que las actividades obtenidas no son producto de 

alguna fosfatasa inespeclfica en la preparación de cromatóforos y corroborando el 

resultado de la especificidad de la H+PPasa de R. pa/ustris para PPi. 

4.1.5. Efecto del Zn sobre la actividad hldrolitica a pHs 5.B y 7. 

Tomando en cuenta que el pH óptimo para la hidrólisis de PPi con Zn esta 

alrededor de pH 5.8, se realizó un nuevo experimento, pero variando la concentración 

de Zn en el medio con 0.5 mM de PPi a pH 5.8, para verificar la dependencia de catión 

a su pH óptimo. En la Flg. 9 se muestra comparativamente la variación en la actividad 

hldrolltica a pH 5.8 y a pH 7.0. 

Se puede apreciar que la relación óptima obtenida a pH 7.0 (0.25 mM Zn/0.5 mM 

PPi) se corre a valores de.0,3;'.0.5 mM Zn/ 0.5 mM PPi, cuando se mide la actividad a 

pH 5.8, y se alcanza una :~~tÍJÍdad -,;,á~ima de 104 nmoles de Pi min - 1 mg protelna - 1• 

La Inhibición de la actividad ahora si se correlaciona exactamente con la aparición de 

Zn libre en el medio. 

El máximo de actividad con Zn como sustrato a pH 5.8 es comparable con la 

máxima actividad obtenida con Mg como sustrato (Flg. 7). Este comportamiento de la 
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enzima hacia estos cationes es semejante al que presenta la H•PPasa de R. rubrum 

{Romero y Cells, 1995) aunque con diferencias en la relación catión/PPI, 
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Flg. 9, Efecto del Zn" sobre la actividad hldrolltlca a pH 5,8 y 7. Las condiciones del ensayo fueron: 
Trls-maleato 50 mM pH 5.8 (•), PPiNa 0.5 mM, 0.5 mg de protelna y las condiciones Indicadas de ZnCI,. 
Los datos para la curva a pH 7 (•)fueron tomados de la Flg.7. 
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4.1.6. Energla de activación (Eal· 
La Flg. 10 muestra el perfil de temperatura para la actividad hldrolltlca de la 

H'PPasa. La actividad máxima obtenida está alrededor de los 50ºC para 2 , 4 y 6 mln 

de Incubación. En todos los casos la desnaturalización de la enzima ocurre de una 

manera gradual cuando se eleva la temperatura y no abruptamente como en otras 

enzimas, quizá por un efecto protector de la membrana. 
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Flg. 10. Efecto de la temperatura sobre la actividad hldrolltlca. Las condiciones experimentales 
fueron: Gllcllglicina 50 mM pH 7.4, MgCl2 0.75 mM, NaPPI 0.75 mM y 0.5 mg de protelna. El ensayo se 
realizó a las temperatur.as Indicadas a 2 min (•), 4 min (•)y 6 min (.6) de incubación . 

. A partir cf~ 1o';'d~Í~~ ~e la figulra anterior, se realizó la gráfica de Arrhenius (Fig. 

11 ), sin tolllar:ien con~icleraclón los puntos de inactivaclón de la enzima, ni las 

temperatura~ d~ o y 5 ~e aonde no hay actividad o es demasiado baja. 
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Flg.11. Gráfica de Arrhenlus de la hldróllsls de PPI. Los datos fueron tomados de la Fig.10 a 4 min de 
Incubación. La energfa de activación se calculó a partir de la pendiente de la linea obtenida por una 
regresión lineal, por la ecuación: Ea=- -mR (donde m es la pendiente de la recta y R la constante de los 
gases =8.314 kJlmol).; -

La Ea obtenlda·pcira:>l~s tresU~mpos fue muy pare~l~a: E~= 62.7± 2.?3 ·· 

kJ /mol y no ¡i;ese~-í~''JLiebres, esto Indica tjlJe probable~ente la' H·PPasá tiene 
' ' • • : • ' '. ~ <. .. • ' ". • ' 1 ., • '. • • • • ' • • -

. ~ola mente ul1a' forllla ciínformacionál durarite su actividad o que no hay una trarisicl6n 

.• de ¡~ie qu~ controle lá~-propiedades cinéticas de la enzima. 

. . .. ..... Ei va16r ~btenldo para la H+PPasa de R. palustris difiere por 17.7 kJ /mol con el 

reportado para la correspondiente enzima de R. rubrum (Ea= 45 kJ /mol, Ordaz et al, 

1992). Esta diferencia Indica que la enzima de R. pa/ustris necesita más energla que la 

de R. rubrum para realizar su función y por tanto debe ser más lenta. Esto podrla 

indicar diferencias en el mecanismo catalltico de las 2 enzimas 

59 



Por otra parte, Schwarm et al (1986) reportaron que la WPPasa de R. pa/ustris 

presenta dos quiebres en la gráfica de Arrhenius, lo cual difiere drásticamente con los 

resultados del presente trabajo. Desgraciadamente, en ese reporte no indican algunos 

detalles de la forma en que hicieron su experimento y se sabe que los quiebres 

dependen entre otras cosas, de la historia de almacenamiento de la membrana, por lo 

que no es posible hacer un análisis de las discrepancias en los resultados. 

4.1.7. Efecto de lnhlbidores y activadores. 

Na F. 

El fluoruro es un inhibidor clásico de las PPasas. La inhibición de la actividad 

hldrolllica de la WPPasa de R. palustris se muestra en la Fig. 12 con Mg-PPi y con Zn-

• 

• 

40 60 80 100 

[NaF] mM 

Flg. 12. Efecto del NaF sobre la hidrólisis de Mg-PPI y Zn-PPI. Las condiciones experimentales 
fueron: Para Mg-PPI (•): Tris-maleato 50 mM pH 8, PPiNa 0.5 mM, MgCl2 0.5 mM y para Zn-PPI (•): 
Tris-maleato 50 mM pH 5.7, PPiNa 0.5 mM, ZnCl2 0.3 mM; en ambos casos se utilizó 0.5 mg de protelna 
y las concentraciones indicadas de NaF .Tiempo de Incubación 7:5 mln a 30º C. 
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En presencia de Mg-PPI como sustrato, la hidrólisis se Inhibe hasta en un 95% 

con 100 mM de NaF mientras que con Zn-PPI solo se logra un 50% de Inhibición. En R. 

rubrum se ha reportado (Romero y Celis, 19995) que la hidrólisis de PPI por H'PPasa, 

es insensible a concentraciones de hasta 25 mM de NaF y se ha sugerido que esta 

falta de sensibilidad pueda deberse a diferencias en la unión del Zn-PPI y del Mg-PPI a 

la enzima, debido a las propiedades particulares de cada uno de estos Iones. Sin 

embargo, en el caso de la H•PPasa de R. palustris si se encuentra Inhibición parcial 

por NaF para la hidrólisis de Zn-PPi, esto podrla estar indicando diferencias 

estructurales entre estas dos H•PPasas. 

Diclclohexllcarbodimlda (DCCD). 

Esta carbodimlda hidrofóbica es un lnhibidor del canal de H• de las ATP 

sintasas y también de las H•PPasas (Baltscheffsky, el al, 1982; Zhen et al, 1997). En 

las F1F0-ATP sintasas se sabe que este compuesto modifica quimicamente a un 

residuo de aspártico o glutámlco de la subunidad c del sector F0 , pero en el caso de 

las H•PPasas no se conoce aún su sitio de unión. 

El efecto del DCCD sobre la H'PPasa de R. palustris se muestra en la Flg. 13. 

La respuesta al inhibidor tiene una fase rápida hasta concentraciones de 100 mM y 

posteriormente la curva se vuelve asintótica hasta una concentración de DCCD de 500 

mM, obteniéndose un máximo de inhibición del 77% (•). 

En la Fig. 13 se muestran las curvas de inhibición en presenciá (•)y en ausencia 

(•)de Mg 2
• en el medio de preincubaclón. Es interesante el hecho deque la présenclá 

de Mg previene en 10% la inhibición por DCCD, sobre todo porqÚ~ '¡~ carbodiimida es. 

hidrofóblca y debe repartirse rápidamente a la membrana. 

61 



100 

80 
e 

'O 

~ 60 
:e 
.5 
QJ 40 
'C 

~ 

20 

o 
o 100 200 300 400 500 

[DCCD) µM 

'-----

Flg. 13. Efecto del DCCD sobre la hidrólisis de Mg-PPI. Las condiciones experimentales fueron: Tris­
maleato 50 mM pH 7.5, PPI 0,75 mM, MgCl2 0.75 mM, 0.25 mg de protelna y las concentraciones 
Indicadas de DCCD. Se prelncuba la reacción por 30 mln a temperatura ambiente en presencia ( •) o 
ausencia(•) de MgCl2 y se Inicia la reacción anadlendo PPI. Tiempo de Incubación 12.5 mina 30ºC. 

Análogos del sustrato. Efecto de lmldodifosfato (IDP) y de metilendifosfato 

(MDP). 

Los inhibidores competitivos IDP y MDP inhiben de manera semejante a la 

WPPasa de R. palustris (Fig. 14). La inhibición alcanzada es de 55% con 0.5 mM de 

cualquiera de los dos compuestos, independientemente de que exista o no Mg 2
• libre . 
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Flg. 14. Efecto de análogos de sustrato en la hldróllsls de Mg-PPI. Las condiciones experimentales 
fueron: Gllcllgllclna 50 mM pH 7.4, PPiNa 0.5 mM, MgCl2 1 mM, 0.5 mg de protelna y las 
concentraciones Indicadas de MDP (•)e IDP (•),Tiempo de Incubación 7.5 mln a 30°C. 

Efecto del K•. 

El K• estimula a las H•PPasas vacuolares aproximadamente tres veces y es un 

cofactor esencial. El máximo de activación se obtiene con valores de 30 mM de KCI en 

la mayor parte de estas H•PPasas (Maeshima, 2000). A pesar de que el K• no es 

esencial para la hidrólisis de PPi en los procariotes, se decidió probar el efecto de este 

Ion en los cromatóforos de R. palustris. Se encontró que la hidrólisis del complejo Mg­

PPi es Independiente de la presencia de K•, incluso hasta concentraciones de 75 mM 

(datos no mostrados). 
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Efecto de protonóforos sobre la actividad hidrolitica de la WPPasas de 

R. patustris 

Los protonóforos desacoplan la cadena de transporte de electrones de la 

sintesis de ATP, mediante el aumento en la conductancia de W a través de la 

membrana. Dado que la WPPasa está acoplada de la misma manera que la ATP 

sintasa en los cromatóforos, los ionóforos de W tendrán el mismo efecto sobre la 

WPPasa. 

Cuando la H+PPasa está en condiciones de sintesis estos compuestos inhiben la 

formación de PPi y en condiciones hldrolltlcas aceleran la reacción de hldrollsis debido 

a la disipación del gradiente electroquimico de W que producen. Sin embargo en los 

cromatóforos de R. pa/ustris el desacoplante CCCP tiene un efecto muy pobre sobre la 

actividad hldrolltlca de PPI (Tabla 5). 

Tabla 5. Efecto de CCCP sobre la Hidrólisis de PPI. 

[CCCP] µM % Activación 

0.2 8.82 ±a.o 
0.5 11.57± 3.9 

1.0 11.57± 5.0 

Las condiciones experimentales fueron: Se preincubó el desacoplante, a las concentraciones Indicadas 
con 0.25 mg de protelna de cromatóforos por 15 mina temperatura ambiente en Glicilglicina 100 mM pH 
7.4, en un volumen de 250 ftl. La actividad se Inicia agregando 250 µI del medio de reacción que 
contiene MgCl2 0.5 mM y PPiNa 0.5 mM, y se incuba por 5 mln a 30ºC. El CCCP está disuelto en etanol, 
la concentración máxima utilizada fue del 1 % y se realizaron controles con la misma concentración de 
etanol, no observándose ningún efecto del solvente. 

El efecto casi nulo de CCCP sobre la actividad hidrolltica de la pirofosfatasa, 

Indicaba que las membranas de los cromatóforos podrlan haberse dañado durante la 

sonicación. por lo anterior se exploró el efecto del desacoplante en función del tiempo 

de sonicaclón. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6. 
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Tabla 6. Efecto del CCCP sobre la actividad plrofosfatasa en cromatóforos obtenidos de 

bacterias sonlcadas por diferentes tiempos. 

Actividad Especifica (nmolos PI mln·1 mg protelna-1) 

Tiempo de 0.5mln 1 mln 1.5mln 2 mln 

Sonlcaclón 

Control 76 80 126 152 

+ CCCP 0.2 µM 82 (9) 89 (11) 119 (O) 171 (12) 

+ CCCP 0.5 11M 93 (22) 103 (29) 140 (11) 192 (26) 

+ CCCP 1.0 11M 85 (11) 100 (24) 137 (8) 165 (8) 

( ) % de Activación. Las condiciones experimenlales son las mismas de la Tabla 5. 

Como se puede observar en la tabla 6 , no existe una relación entre el tiempo de 

sonicaclón y el desacoplamiento, mismo que no supera el 29% de estimulación. En 

otros sistemas, el porclento de estimulación normalmente es arriba del 50%. 

La falta de estimulación de la actividad hidrolltlca podrla deberse a que las 

membranas no están selladas, de tal manera que no se establece un gradiente 

electroqulmlco de H' y no pueda acelerarse más la reacción. Al realizar un análisis de 

las membranas al microscopio electrónico se pudo constatar que un gran porcentaje de 

ellas estaban rotas y esto explica el bajo grado de desacoplamiento por CCCP (ver 

adelante Fig.24). 

El problema de tener unas membranas que nq están selladas es que no se 

puede medir la slntesls de PPI, por esta razón se hicieron otros intentos para obtener 

membranas acopladas y estos Incluyeron: obtención de cromatóforos con una prensa 

de French (que rompe por presión a las bacterias de una manera más suave), adición 

de fosfollpldos y variación en los amortiguadores utilizados. Sin embargo, con ninguno 

de los tratamientos se logró obtener un desacoplamiento adecuado. 

Como se describió en la introducción, la estructura de la membrana en las 

bacterias fotoslntéticas púrpuras no sulfurosas es diferente dependiendo de las 

especies. En bacterias como Rhodobacter sphearoides o R. rubrum, la membrana se 

invagina formando veslculas o tubos que al romper la célula, se sellan fácilmente. En el 

caso de R. palustris, la membrana se extiende formando !amelas de varias capas, a lo 
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largo de la célula, quizá este tipo de sistema membrana! haga más dificil la obtención 

de membranas selladas cuando se rompen las células. 
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4.2. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DEL GEN DE LA H•PPasa DE 

Rhodopseudomonas palustris. 

En términos generales, la estrategia que se empleó para aislar el gen de la 

H•PPasa de R. paluslris consistió en construir una sonda homóloga de un 

fragmento del gen y con esta obtener el gen completo, mediante hibridación contra 

ADN cromosómlco de la bacteria. 

A continuación se describirán detalladamente cada uno de los pasos para 

conseguirlo: 

4.2.1. Obtención de sonda. 

Diseño de ollgonucleótldos. 

Tomando como base el alineamiento múltiple de secuencias de 

aminoácidos reportadas (Baltscheffsky el al, 1999) de nueve H•PPasas vacuolares 

y de las bacterias Thermologa marítima y Rhodospirillum rubrum, se escogieron 

dos regiones altamente conservadas para diseñar ollgonucleótidos degenerados. 

El primer desoxioligonucleótldo (sentido) se diseño a partir de la región 

denominada Segmento Conservado 1, SC1 (Maeshima, 2000) y se escogió la 

secuencia ADLVGKV, que con excepción de Ja última V muestra un 100% de 

Identidad en las 11 secuencias. Esta reglón está presente también en las PPasas 

solubles y de acuerdo a resultados bloqulmicos y cristalográficos (Heikinheimo el 

al, 1996) ~stá Involucrada en la unión del metal y del sustrato a la enzima. 

El segundo desoxioligonucleótido (antisentido) se diseñó a partir de la 

secuencia: AWDNAKK del Se3, esta región contiene varios residuos cargados, 

que en la W PPasa de frijol mungo, se ha reportado tiene un papel critico en la 

catálisis de la enzima (Maeshima, 2000). 

A continuación se muestran los oligonucleótidos degenerados utilizados: 

Anti sentido 5' en en GGe GTT GTe eeA GGe 3' 

e A e 
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Sentido 5' GCC GAT CTG GTG GGC MG GT 3' 

G c e c G 

Se empleó el uso de codones de Rhodobacter sphaeroides para determinar 

las degeneraciones. De acuerdo al gen de R. rubrum el fragmento que flanquean 

estos oligonucleótldos, serla una reglón de 1371 pb. 

Amplificaclón por PCR. 

Utilizando ADN cromosómlco de R. palustris como templado se llevaron a 

cabo diversas reacciones de amplificación como se describe en Materiales y 

Métodos. 

Para amplificar el fragmento deseado, se variaron: 

1) Concentración de MgCl2 (O, 2.5 y 5 mM) 

2) Concentración de templado. 

3) Con y sin dimetilsulfóxldo. 

También se llevaron a cabo controles con un solo desoxioligonucleótido 

para verificar que lo que se amplificara fuera el producto de ambos cebadores. 

Con 70 ng de ADN cromosómlco, 5 mM MgCl2 y en presencia de 

dlmelilsulfoxido se amplificó una sola banda del tamaño esperado (-1,371 pb). 

Se repitió la amplificación en las condiciones óptimas para corroborar el 

resultado y obtener suficiente material para clonar la banda. 

Aunque solo se amplificó una banda, la reacción de PCR se corrió en un gel 

de agarosa de bajo punto de fusión, se cortó la banda y se purificó por el método 

de GENECLEAN 11. 

4.2.2. Clonación y secuenciaclón del fragmento de -1,371 pb. 

El producto de PCR amplificado se clonó en el plásmido PCR™ll del 

sistema "TA cloning", especial para productos de PCR y que permite la selección 

por a-complementación del gen lacl. 
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Se obtuvieron alrededor de 20 colonias transformadas a las cuales se les 

extrajo el plásmldo, el cual se digirió con Eco RI para liberar el fragmento y 

comprobar la presencia del Inserto de -1,371 pb. Se escogió una clona para 

secuenciarla y verificar que se tratara del gen de la H'PPasa. 

El fragmento resultó de 1,296 deoxlnucleótidos y la secuencia de 

aminoácidos que codifica se comparó utilizando el programa GCG, contra 517,973 

secuencias de la base de datos. El análisis mostró que el fragmento se alinea en 

primer lugar con la H+PPasa de R. rubrum con una identidad de 65% y un 76% de 

similitud, mientras que con las H+PPasas de plantas tiene un 46% de identidad. 

Estos resultados confirmaban que el segmento de 1,296 pb es efectivamente de la 

WPPasa de R. palustris, por lo que se utilizó como sonda para obtener el gen 

completo. De acuerdo al gen de R. rubrum fallarlan aproximadamente 560 pb del 

extremo 5' y aproximadamente 170 del extremo 3'. 

4.2.3. Obtención de la secuencia completa. 

Con el objetivo de encontrar un fragmento de ADN cromosómico que 

contuviera el gen completo de la H+PPasa de R. palustris, se realizó una 

hibridación homóloga tipo Southern utilizando como sonda el fragmento Eco RI de 

1,296 pb de la H'PPasa. Para poder hacer esto, primero se ensayaron digestiones 

del ADN cromosómlco de R. palustris con las siguientes enzimas de restricción: 

Bam HI, Eco RI, Pst 1 y Sal I; para las cuales no existen sitios de corte en el 

fragmento de.1,296 pb. 

En la figura 15 se muestran los resultados de la hibridación. Las digestiones con 

Bam HI, Eco RI y Pst 1 rev.elaron· una sola banda de hibridación cada una con un 

tamaño aproximado de 2,300, 25,000 y 5,000 pb respectivamente, lo que indica 

que solo existe una copla del gen en el cromosoma de R. pa/ustris. 
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. En el caso de la digestión con Sal 1 se observan 2 bandas, una que 

predomina, de menos de 2,000 pb y otra de - 1,500 pb que Indica que el gen está 

fragmentado y que debe tener un sitio Sal 1 (esto se corroboró al obtener la 

secuencia completa del gen). 

Debido a que estábamos Interesados en clonar no solo el gen (-2,380 pb) 

sino también las regiones adyacentes (promotora y terminadora al menos) se 

escogió la digestión con Psi 1 que da una banda de - 5,000 pb que se espera que 

contenga el gen completo y quizá las regiones deseadas. 

A B 
M l 2 3 4 M M* M l 2 3 4 M M* 

5,000 ph-. 

Flg. 15. Hibridación tipo Southern del ADN cromosómlco do Rhodopseudomonas palustris 
con la sonda de 1296 pb. Digerido con: Bam HI, Eco RI, Psi 1 y Sal 1(Carriles1, 2, 3 y 4 ). 
Estandares de peso molécular 1.. Hind 111 (M) y escalera de 100 pb (M'). A)Electroforesis de las 
digestiones en gel de agarosa 1 %. B) Patrón de hibridación con la sonda de 1,296 pb 

Clonación de la banda Pst l. 

Para clonar la banda de Psi I, se digirió suficiente cantidad del ADN cromosomal 

de R. pa/ustris con la enzima, se corrió en un gel bajo las mismas condiciones del 

anterior y se cortó_ una zona que abarcaba la región del Rr de la banda que 

hibridizó. Este fragmento se clonó en el vector pBluescript y se transformó en E. 

co/i NM522 seleccionando a las transformantes por a complementación. 
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FALa.A Lh OR1Glll 70 



Hibridación en colonia y secuenciación. 

Para Identificar cual(es) de la(s) transformantes contenla el gen de la 

WPPasa, se realizó hibridación por colonia. 

Se parcharon 800 colonias por duplicado en cajas de Petrl, una de ellas con 

membrana de nitrocelulosa para realizar una hibridación con la sonda de 1296 pb. 

Diez clonas mostraron mayor intensidad en la sel\al con respecto a los 

controles. Estas clonas se recuperaron, se les extrajo el plásmldo, se digirieron 

con Psi 1 y se realizó una nueva hibridación tipo Southern de las bandas 

obtenidas. 

En la Flg. 16 se muestra que solo una de las clonas contenla un fragmento 

de -5,000 pb que hibridizó contra la sonda de 1,296 pb, Indicando la presencia 

del gen completo de la WPPasa de R. pa/ustris. Esta colonia se denominó 

NM522-B-5,000 y se guardó en colección. El plásmldo (B-5000) se purificó y se 

secuenció parcialmente utilizando en primer lugar oligonucleótidos disel\ados a 

partir de la secuencia del fragmento de 1,296 pb que ya se conocia. Conforme se 

fue conociendo la secuencia, se diseñaron nuevos oligonucleótidos internos hasta 

conocer completamente la secuencia de la WPPasa de R. palustris. Los 

oligonucleótldos empleados se muestran en Materiales y Métodos. La secuencia 

fue verificada en ambos sentidos. 
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A B 

1 2 3 4 5 * 6 7 8 9 10 * 1 2 3 4 5 * 6 7 8 9 10 * 

Flg 16. A) Dlgestlon del plásmldo pBluescrlpt con el Inserto clonado en Pstl. Carriles 1-5 y 
7-11 diferentes clonas con aparente senal positiva; 7 y 12 Marcador de peso molecular i. Hind 111, 
EcoRI. 
B) Hibridación con la sonda de 1296 pb del gen de la H• PPasa de R. pa/ustrls. Se marca 
con una flecha el Inserto con senal positiva 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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4.2,4. Secuencia de la H'PPasa de R. palustris. 

La Flg. 17 muestra la secuencia de nucleótidos completa de la H' PPasa de 

R. pa/ustris. Esta secuencia fue dada de alta en Gen Bank, con el número de 

acceso: AF 325217. La parte codificante está compuesta por 2,178 pb, su 

contenido de G+C es de 69%. 

Al igual que su gen homólogo en R. rubrum presenta 2 posibles codones de 

inicio, asl como sus 2 respectivas reglones de unión al ribosoma (Shine-Dalgarno). 

También al Igual que en R. rubrum, después del codón de término se encuentra 

una reglón terminadora de la traducción tipo rho independiente, la cual consiste 

en una reglón Invertida repetida, rica en G+ e, seguida de una· región rica en T. 

El análisis de la secuencia rlo arriba del primer posible codón de inicio del 

gen de la H•PPasa de R. pa/ustris reveló la existencia de una probable región -35 

consenso (TIGAC) para la unión del factor cr-70 ubicada a 37 pb del posible inicio 

de la transcripción (en este estudio no se determinó y solo se puede especular su 

localización basándose en la comparación de la secuencia con la de su gen 

homólogo en R. rubrum), la cual es Idéntica a la reportada para la ARN polimerasa 

cr-70 de Rhodobacter capsu/atus (Cullen el al. 1997). Cabe destacar que no se 

encontró una secuencia -10 consenso (TATAAT), sin embargo existe una reglón 

rica en A-T localizada a 11 pb del posible +1, tomando en cuenta que en R. 

capsu/alus el único consenso de estas secuencias es el alto contenido en A-Tes 

probable que funcione como reglón -10 consenso, sin embargo esta secuencia 

tiene una separación de 21 pb de la correspondiente reglón -35, lo cual excede la 

longitud óptima (aproximadamente 17 pb), a la cual las parejas de regiones -35 y 

-1 O funcionan . 
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-35 -10 
cggccgtc(ttgac!ccggctcatccggccactcg~gaaaacc 

+1 
ccc~ ccgagcg tga tagcct t ca ca tagca t gccgcgccagccgccccg aagcgcccgg 

gcggcg tgcgagaga tagagagaagagactagacccgaacgagaggae.g.9ill1Ctct t tcc 

a tgacgacaag t t tgg cgctg ta ce tggcgc l gg_gg1 g t ggcc tggcggccgtgct e tac 
---- -----+---------+---- --- --i -- -------+-------- -+---- -----+ 60 
M T T S L A L Y L A L G C G L A A V L Y 20 

gga t tea t ccagcgggga t gga lcct cgcccagga tgccggcaa tgcacgca lgcaggaa 
61 - -- ------+--- --- --- +-- ---- --- i -- - - - --- -+- - ---- -- -+---------+ 120 

21 G F r Q R G w r L A Q D A G ,, A R M o E 40 

a tcgccggggcca tccagcaa gg cgcgg cagcg ta ce tggcg agacag ta caagacga t t 
121 -- - -- - - --+- -- - - -- - - i - -- - - - -- - .¡ ----- -- - - +--- ------+---------+ 180 

41 I A G A 1 O Q G A A A Y L A R Q Y K T I 60 

gcaa tcgtcggcgcgg t t ctcgcga t ce tga te t tcl tct tcctcggcggcctgacggcc 
1 e i -- ----- -- .. - - ----- - - +-- -- - - - -- .. - -- - -- --- +- - -------+---------+ 240 

61 A I V G A V L A I L I F F F L G G L T A 80 

gccgggt tcgt t t tgggggccgtact t tcgggtgcctgcggct tea tcggca tgaacg te 
241 --- ------+--- --- ---+- ---- - - --+----- ----+--- ---- --+---------+ 300 

Bl A G F V L G A V L s G A e G r I G M N V 100 

t cgg tgcg cg cea a cg t g cgcilccgcgcagg cqg ce a cea agggca t cggcccggca et g 
301 - - - - - - . - - +- - - - --- - - 1 -- - - - - - - - + -- - - -- - -- 1 --- -- - - --+------ -- -+ 360 
101 S V R A N V R T A Q A A T K G I G P A L 120 

gacgt ggcgt t caagggcgg tgcga t caccggca l gctcg tcgtcggcctggggctgctg 
3 61 -- -- - -- - - +- --- - - - - - .. - ---- - - - - +--- - - - -- - +- - -- ---- -+-- ------ -+ 420 

121 D V A F K G G A I T G M L V V G L G L L 140 

ggcg t g t cg et g t te t te t g g t t ce t cagcggcggca teca cgccgacccggcgacgct e 
4 21 - -- - - - -- -1 - - - - - ---- .. --- - -- - --+ - - -- --- --+------- --+---------+ 4 80 

14 1 G V S L I' F W f' l. S G G I fl A D P A T L 160 

aagccgc tgct gggcct ggcct tcggc t cg tcgc tga tctcga tct tcgcgcgcctgggc 
4 81 - --- -- - -- -t - - --- - - - - + - - -- - - - - - + -- - - - - - - - +- - - - -----+--- --- ---+ 54 o 

161 K P L L G L A F G S S L I S I F A R L G 180 

ggcgg cal et t ca ccaag ggcgccga cg tcggcgcgga ce tgg t gggcaagg t cgaggcc 
541 ----- - -- - +- - - --- -- -+ - - - -- - -- - +------ --- +- ------ --+------- --+ 600 

181 G G I F T K G A D V G A D L V G K V E A 200 

ag ca t cccrg a g g a e ga cccgcg la a ccc ggcgg t ga t cgccga ca a cg t cggcgacaac 
60 l - - - -- --- - -+ - - - --- - - - +- -- - -- - - - + - - - - - -- - - .. - - - - - -- - - +------ ---+ 660 

201 S 1 P E D D P R N P A V I A D N V G O N 220 

g t cggcgactgcgccggca tggccgccgacctgt tcgagacctacgccgtgacgctga te 
661 - ------ - - +- ---- ----+--- --- - - - +- -- - - -- --+ - - -------+---------+ 720 

221 V G D C A G M A A D L F E T Y A V T L I 240 

gcggcga tggcg e tgggcgcgc t ge t ge t g ceca a cgcgg cgc t ggc cgcggcgg te tac 
721 -- -- -----+-- -- - -- - - +- - - - - - -- - +- - -- --- -- +- --------+---------+ 780 

241 A A M A L G A L L L P N A A L A A A V Y 260 

ccgctggtgctgggcggcq tctcga lea tcgcctcga tea tcggctgcgcct tcgtcaag 
781 -- --- ----+-- --- ----+----- - - - -+----- - - --+--- ------+---------+ 840 

261 p L V L G G V s r I A s I 1 G e A F V K 280 
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gccagccccggca tgaagaacg tga tgccggcgc tctacaaggggc t ga t cg tcgccggt 
841 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 900 

281 A S P G M K N V M P A L Y K G L 1 V A G 300 

gcca tctcgct ggtgt te t tct tct tcgtcacgcgca tggtga tgcccgacga tgcgc te 
901 ---------+- --------+- ------ -- .f·-- - --- --- i -- --- - - - -+----- ----.. 960 

301 A 1 S L V F F F F V T R M V M P D O A L 320 

ggagcgggca cgcaga tgcgg et g t tcggcgcc t gcg t cg Lcggcc tg gl ge t ga cggcg 
961 ---------+---------+- --------+-- ----- - -.f ------- - - .. -------- - + 1020 

321 G A G T Q M R L F G A C V V G L V !, T A 340 

gcga t gg te t ggg tea ccg ag t actacaccgg cacgcag t t caagccgg tgcagcacg te 
l 021 ---------+---------+- ---- ---- +- - - - - - - - -+- -- - - - --- +- -- --- - - -+ 1080 

341 /\ M V W V T E Y Y T G 1' Q F K P V Q fl V 360 

gcgcaggc t tcgaccaccggccacggca cgaaca tea t cgccqgcctgggcgtcagca lg 
1081 -- - - ----- .. -- ---- -- - .. - - - --- - -- +- - - - -- - - - t-- - - -- - - - .. ---- -- - - - + 114 o 

361 A Q /\ S T T G 11 G T N l l /\ G !, G V S M 300 

aag t ccaccgcc t gg ccgg t q ate t l cg te t g ce t 1J qcq ate la tggcgcc ta cgcgc te 
1141 ---------+--------- t --- ----- - + - - ·---- - -i ------ -- -i ---------.f 1200 

381 K S 1' A W P V l F V C L A l Y G /\ Y /\ L 400 

gccggcc tg ta cggca t cq cg a t cgccg ce a ce t cga t ge t ga gca t gg ccggca l cg te 
1 ?.01 ---- - - -- -+- - - - - - -- - +- - - - - - - - - + - -- - - -- - - + -- - --- - - - t----- ----+ 1260 

401 A G L Y G I A I A A 1' S M J~ S M A G I V 420 

g t cg cg cg cg a cgcc t acg ge e c.:g ate a e cg ar a a e ge cgg c:gg e a t cg ccgag a tg t cg 
12 61 - --- -- - - - t - - -- - --- - +- - - - ---- - 1 - - - - - - - - - + - -- - - ---- +- -- - - - - -- + 1320 

421 V A R D /\ Y G P l T D N A G G 1 A E M S 440 

ggcc tgcccg acagcg t g cg cg a cal e a e cg d cccgc t gg a cgccg l cggcaacacgacc 
1321 ------ ---i -- - ---- -- +- - - - -- - - - + - - - - -- - - - +-- -- -- ---+---- ---- - + 1380 

4 41 G L P O S V R D l T D ~ L D /\ V G N T T 4 60 

aa ggccg t gacca agggc ta cg cg a t cg ge t cggcggg ce tgg ccgcgc tgg tgc tg t te 
13 81 ----- - --- +- ----- - --+- - - - --- - - +- --- ---- - +---- -- ---+------- __ ... 14 4 o 

4 61 K /\ V T K G Y A I G S /\ G L /\ A L V L F 4 80 

gccga et a ca e ccacgcgc t cg a agcgcg cggca t g te ge t g t ce t t cga cct g agcgac 
14 41 --- - - - - --+- - - -- --- - +- - - - - - - -- + - - - - -- - - - .. - - - - - - - -- +---- - --- -+ 1 500 

481 A D Y T Ji f, L E A R G M S L S F O L S D 500 

caccgcg tea tcgtcggcctg t tea tcggcggcctga t cccctacctct t cgcgtcga ta 
1501 -- ---- --- +- -- ------+- - - ------+-- ---- ---+----- -- - - +--- --- --- + 1560 

501 H H V I V G L F l G G L I P Y L F A S I 520 

gcga tggaagccg tcggccgcgccgccggctcggtggt gg tcgaggtgcggcgccagt te 
1561 ---------+ -- --------f - ------- --t--- -- ----- t ---------+- ------- - i 1 620 

521 /\ M E A V G R A /\ G S V V V E V R R Q F 54 O 

cgcgaca tcaagggca tea tgg a a ggca ccgccaagccgga gtacgg ca ccgcgg tcga e 
1621 ---------+---------+---------+--- ------+-- --- ----+--------- + 16[1 o 

541 R O 1 K G 1 M E G T /\ K P E Y G T /\ V D 560 

a tgc tgaccaccgcggcga tcaaggaga t g a t cg t gccg t cgc tgct gccgg tcg tggcg 
1681 ----- -- --+------ ---+--- ------+----- ----+----- ----+---------+ 174 o 

561 M L T T A /\ 1 K E M I V P S L L P V V A 580 

ccga t ce t gg t cggca t gct ge t cgg cccggcggcgctgggcggcc tgc t ga tgggcacc 
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17 4 l -- --- ----+--- - - -- - - +-- - --- - - - .. -- -- - ---- i ---------+---------+ 1800 
581 P I L V G M L L G P A A L G G L L M G T 600 

a tcg t ca ccggca te t t cg t cggca te t cga t g tgcaccgg tggcggcg cctggga ca a e 
1801 --------- i·---- -----i·- ---- ----+---------+----- ----i·---------+ 18 60 

601 I V T G I F V G 1 S M C T G G G A W D N 620 

gcga aga a ge t ga tcga ag a a ggc t t ca ccga cgccaacggcg tgc t gca ca a qa a gggc 
1a61 - - - - - ---- .. -- - -- -- - - ., - - - - - --- - + - - -- --- - - .. - -- - - - - - - +-- - - -- - ---t 1920 

621 A K K L I E E G F T D A N G V L fl K K G 640 

aq cga ggcgc a caaggcgg cgg t g a cggg tg a ca ccg t cggcga te e et a ca a ggac a ce 
1921 --- ------+- -------- .. - - - - - - - -- t - - - -- -- -- +- - - - - - - - -+- -- - -- - - -+ 1980 

641 S E A H K A A V 1' G D T V G D P Y K D T 660 

gccggcccggccg t ca a cccgc t g a t caaga t ca t ca a ca t cq t cgc ge t ge t ga t cg Lg 
1981 - -- ------i --- ------ +- - - - -- - - - 1- - - -- - - - - +-- -- - - - - -+--- -- --- -+ 20 4 o 

661 A G P A V N P L 1 K 1 1 N 1 V A L L J V 680 

ccg et ge t gccgc t gg cea ge el a ce r: g g l ca a gg ce t e'J ca cgccga gcc cg ccccg a tg 
2041 --- -------+ - --------1 - -- - - - -- -1 ---- ------+ ---- -- - -- t - ---- --- --+ 2100 

681 P L L P L /l. S N P V K A S H /l. f. P /l. i' M 700 

g tgc agccgg ccga ga ccg egccggcg a t gccggcggcg ccg a t ggccgagccc t cggcc 
2101 - --- --- -- +-- -- - - -- - -+ - -- - - - - - - +- - -- - --- - +--- - - -- ··- .. - ----- - -- -+ 2160 

701 V 0 P A E 1' A P A M I' A A P M A E P S A 720 -ccggccgcg t cgcag taaqctctcgg tct t tcccgcacg tgccggcgccctcggggcgcc 
2161 ----------+-------- 2178 

721 P A 11 s Q 72~ 

<J gcc ~~ cg C' a tg t ccg a ga a gcc l cccg a ggtc ge g ccg gaga t cccgcgct t tcg 

tccgctgccg 

Flg 17. Secuencia de nucleótldos del gen de la H'PPasa de Rhodopseudpomonas palustris. 
Se muestran las posibles regiones -35, -10 y + 1, los codones de Inicio y térmlno(negritas), asl 
como las regiones de unión a ribosoma (doble subrayado) y la región terminadora rho­
lndependiente (flechas). 
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A partir de la secuencia de nucleótidos, se obtuvo la secuencia de 

aminoácidos (Flg. 17). La protelna tiene 725 aminoácidos y una masa molecular 

calculada de 73.7 kDa en el caso de que se Inicie en el primer codón, mientras 

que serla de 708 aminoácidos, con un peso de 72 kDa si inicia en el segundo. Su 

punto lsoeléctrlco teórico es de 5.75 Independientemente de cual sea el inicio de la 

secuencia. 

La comparación de fa secuencia de aminoácidos de la H+PPasa de R. 

pa/ustris con las secuencias de las bases de datos Incluidas en el GCG, muestra 

que presenta una alta similitud con las H+PPasas encontra~as en otras especies 

principalmente con la de R. rubrum, perteneciente a su misma familia con la cual 

tiene una similitud del 70.9% y una Identidad del 63.4%, mientras que con las 

H+PPasas de otras bacterias, algas y plantas su similitud es de aproximadamente 

50% y su Identidad de 40% (Tabla 7). Al realizar el alineamiento de estas 

secuencias se aprecia que la H+PPasa de R. pa/ustris contiene los tres segmentos 

conservados (Flg. 18). 
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Tabla, 7, Identidad y similitud entre la H•PPasa de Rhodopseudomonas 

pa/ustr/s y las WPPasas reportadas. 

Organismo % Identidad % Slmllltud 

Rhodospirillum rubrum 63.4 70.9 

Pyrobacu/um aerophi/um 43.B 54.9 

Thermotoga marítima 41.5 50.2 
---
Acetabularia acetabu/um 48.2 56.7 

Chara corallina 39.5 49.2 

Arabidopsis thal/ana 41.8 49.9 

Beta vu/garis (Beta bel) 41.5 50.2 

Oryza sativa (Arroz) 41.5 49.4 

Nicotiana tabacum (Tabaco) 41.8 48.6 

Hordeum vu/gare (Cebada) 41.7 49.7 

Cucurbita moschata (Calabaza) 41.8 49.6 

Vigna radiata 41.8 50 
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50 
R, palustcls .............................. ............................. ............................ ... ........................... ... ........................ 
Rhodospl r il l um rubrum .............................. ............................. .............................. ... ........................... ............................. 
Thermotoga mari tima .............................. ............................ ............................ ... ........................... ... ......................... 
Pyrobaculum aerophilum ............................. ............................ .............................. ... ........................ ... ........................... 
A. acetabulum ... .......................... ............................. ........................ ~.- ... ........................ ............................. 
Chaca corallina M/\AVAEGLNA MTTIPTTTAP ADLALMVTG NT!VSETAVL IFIPMCVIG 
Cucurbita moschata .............................. ............................ --------MS VT!LPDLGTE l Fl PVCAVIG 
Vigna radia ta .............................. ............................ --------MG AAILPDLGTE 1 Ll PVCAVIG 
Nicotiana tabacum ............................. ---------- --------MG SALLPDLGTQ IVIPVCAVIG 
J/ordeum vulgace ............................. ............................ .............................. MAJLGELGTE ILIPVCGVJG 
Ocyza sativa .............................. ........................... ---------M AA! LPDLATQ VLVPAAAVVG 
Arabidopsis thal lana .............................. ............................. -------MVA PALLPELWTE ILVPJCAVJG 
He ta vulgar is .............................. .............................. .............................. --MISDLATE IFIPVCAVJG 

consenso ---------- ---------- .............................. ................................ ............................... 

51 100 
/?, palustris ............................ ............................... . ........................... .............................. •M'l"l'SLALYL 
Rllodospirillum rubrum ---------- ............................. ---------- .............................. ----MAGIYL 
'I'hecmotoga maritima .......................... ............................. ---------- ... .......................... .............................. 
Py roba cu 1 um aerophilum ............................. ................................ ---------- ............................. --MNM!SYAL 
A. acetabulum ............................. ........................... ............................ ............................. ---MGQTITY 
Chara cocallina 1 LFAVLQl1SV VGKISVRPSG GGM ••.•••• ......... ll YPLMGDEGLE 
Cucurbi ta moschata IVFSLVQWYY VSQVKLSPGR DMllNN.S/1. GSKNG .. YSD YLIEEEF.GVN 
Viqna radia ta IAFALFQl•ILL VSKVK!.S.;'JR llASPN .•• A. MKNG •• YND YLIEEEEGIN 
Nicotiana tabacum IVFSSfQWYL VSRVKl'SSF.H GATSPS.SNK NNKNG .• YGD CLIEEEEGIN 
Jlordeum vulgare IVFAVAQWFI VSKVKVTPG . • • • AAS.AM GAKNG •. YGD YLIEEEEGLN 
Oryza sativa IAFAVVQWL VSKVKMTAER RGGEGSPGAA AGKDGGMSE YLIEEEEGLN 
Arabidopsls thaliana lAFSLFQWYV VSRVKLTSDL GASSSG.GAN NGKNG •. YGD YL!EEEEGVN 
Beta vulgar is Y. I SCYQ11H VSKVKVSTDR l!VNNGG. SA. •. KNG .. FllD YLIEEEEGVN 

consenso -.----- ... --- ______ .., ............... ---- ................ ............................ ----------

101 150 
H. palustris .ALGCGLMV LYGF!QRGW! LAQDAGNARM QEIAGAIQQG AAAYLAl\QYK 
Rhodospi r 111 um rubrum FVVAMLML GYGALTIKTI MMDAGTARM QEISGAVQEG ASAFLNRQYK 
Thermotoga mari tima --MYVAALFF LIPLVALGFA MNFMVVRK PEGTERMKEI SSY!RSGADS 
Pyrobaculum aerophilum LGVILGISGV IYAVYLAVWV LRQDPGNEKM RFISQAIATG ARAYLFRQYR 
A. acetabulum AIPVFGVLAL LYTfWRSSWV SKQEVGTERM GRIAKNITDG AMAFLKAEYR 
Chaca corallina DSSVVTRCAE IQEAJSEGAV SFLMTEYKYL SYFMVGF'F!V 1 FAFLGATED 
Cuciirbi ta moschata DHNVVIKCAE JQSAISEGAT SFLFTEYKYV GIFMVLFAVL IFVFLGSVES 
Vigna radiata DHNVVVKCAE IQNA!SEGAT SFLFTEYKYV GIFMVAFAIL IFLFLGSVEG 
Nicotia11a tabacum DHNVVAKCAD IQNAISEGAT SFLFTEYQYV GIFMIAFAIL I FLFLGSVEG 
HonJeum vulgare DHNVVVKCAE IQTAJSEGAT SFLFTMYQYV GMfMVVFMJ IFLFLGSIEG 
Oryza sativa EHNVVEKCSE JQHAISEGAT SFLFTEYKYV GLFMGIFAVL IFLFLGSVEG 
Arabidopsis thaliana DQSVVAKCAE IQTAISEGAT SFLFTEYKYV GVFMIFFAAV IFVFLGSVEG 
Beta vulgar is DQNVVAKCAE IQNA!SEGAT SFLFTEYQYV GVFMCAFAVL IFVFLGSVEG 

consenso ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

S No ,,· 11~ ESTA TESI ._.,A ... : 

DE IA BIBLlOTECA 
79 



151 200 
u. palustris TJAIVG/\VL/\ IL!fff •••• , , , LGGLTAA GFVLG/\VLSG /\CGf'!GMNVS 
Rhodospi ri 11 um rubrum TJAVVG/\VVF VILT/\L, ••• ••• LGISVGF GFLIG/\VCSG IAGYVGMYIS 
Thermotoqa mar i tima FLAHETKAIF KVAIVl/\ILL MIFTTWQTGV AFLLGAVMSA SAGIVGMKMA 
Pyrobaculum aerophllum TL/\VL.LVIL AVLILVAIDM PRRTFGLTAL /\FIVGALGSM LAGYLGMYVT 
A. acetabul um VLAIFVIAVA ILLGISGNRE G •• TSPLIAV SF!LGA!CSA LAGYIGMIVA 
Chara corallina FGTDRKPCEW D/\TKLCGSGV M .• NALLS/\V /\F/\LGA!TST LCGFLGMKIA 
Cucurblta moschata FS1'KPQPCTY DKTRTCKPAL /\,. TAIFSTV SFLLG/\VTSV VSGFLGMKIA 
Vigna radiata FSTSPQllCSY DKTKTCKP/\L /\ .. TlllFSTV SF'LLGGVTSL VSGHGMKI/\ 
Nicot:j¿111a tabacum FSTSSQPCTY NKEKHCKP/\L /\,. Tlllf'STV SFLLGAITSV !SGFLGMKI/\ 
llorde1J1n vulqare FSTKGQPCTY SK.G'l'CKP/\L Y •• TllLF'ST/\ SFLLGAITSL VSGFLGMKI/\ 
Oryza Siltiva FS'l'KSQPCllY SKDRMCKP/\L 11 .. N/\IFSTV /\FVLG/\VTSL VSGFLGMK!A 
Arabi dops is thaliana FSTDNKPCTY DTTRTCKP/\L /\,. TAAFSTI /\FVLG/\VTSV LSGFLGMKIA 
Beta vulgar is FSTESQPCTY SPLKKCKP/\L /\,. T/\LFSTV SF'LLG/\!TSV VSGFLGMKI/\ 

consenso ---------- ---------- ---------- -F--G---S- --G--GM---

201 250 
R. palustris VRANVR'l'llQ/\ /\'!'. , KGIGP/\ !.DV/\FKGGAI 1'GMLVVGLGL LGVSLFF.WF 
l~hodospi r i 11 llm rubrum VRANVRVMG AQ •. QGL/\HG LEL/\FQSGAV TGMLVAGLAL LSVAFYY. IL 
1'htJrmotoga mar i tima TRANVRV/\EA /\R'l'TKKJGP/\ LKV/\YQGGSV MGLSVGGF/\L LGLVLVYLI F 
Pyrobacul um aerophil um TRSASRV/\,Q AMTGCiMGKA LLVSWl\/\GAV MGLSLASIAL LLISGFYLVF 
A. ncetabul um TKMVRTTNA AR,. SSLGRA LEVAF/\GGSV MGLGVVGLGV LGLGTLF.LA 
Chara corallina TFANllRTRSR RG. , GGVGPA FKAAFRSGAV MGFLLTSLGL IVLYFTILIF 
Cucurbi ta moschata 1'YANAR'l'TLE AR,. KGVGK/I FITAFRSGAV MGfLLMNGL LVLFIAINLF 
Vigna radia ta TYANllRTTLE AR •• KGVGKA FITAFRSGAV MGFLLMNGJ, LVLYIAINLF 
!.'icor- lana tabacum TYANARTTLE AR •• KGVGKA CLV ••• , .QV MGfLL/IANGL J.VLYIAINLF 
/brdet1m vJlqare TYANARTTLE AR., KGVGKA Fl'l'AFRSGAV MGFLLSSSGL VVLYITINVF 
Cryza Sd t j '/<l TYANllRT'l'LE /IR .. KGVGK/I FITl\fHSGAV MGFLLAASGL VVLYIAINLF 
ArabiJopsis thaliana TYl\NARTTLE AR •• KGVGKA FIVAFRSGAV MGFLLMSGL LVLYITINVF 
!~~ta vulg-11:is TDANARTTLE AR .• KGVGKA Fl IAFRSGAV MGFLLMNGL LVLYIAINLL 

consenso -----R---- ---------- ---------- -G-------- ----------

251 300 
i\. palustris LSGGill •••• •.•• ADPAT. • ••. LKPLLG LllfÉSSL!Sl FARLGGGI FTI 
!\twdospi ri 1 lum rubrum LVG!GA., •• •• , • TGl\/\L. , ••• IDPLVA LGFGASLJSI FARLGGG!FT 
'J'hermotoga mar i tima GKWMGQVDNL NIYTNWLGIN FVPF/IMTVSG Y/\LGCSIIAM FDRVGGGVY'I' 
Pyrobacul um aerophi 1 um RSVLPDDWAV .......... .•.••. PLVA LGFGASLVTL FMRVGGGIY'I' 
,\, acetabulum YSNIGW, ••• •••• DINRV • .• .• ITVITG FSFGASSIAL FARVGGGIYT 
Chara corallina QRYYGD.,,, •••• DWIGL. •••• YESIAG YGLGGSSVAL FGRVGGGIYT 
Cucurbita moschata KLYYGD.,., •••• DWGGL. • ••• FESJTG YGLGGSSMAL FGRVGGGIYT 
Vigna radia ta KIYYGD •••• •••• DWGGL. • ••• FEl\ITG YGLGGSSMAL FGRVGGGIYT 
Nicotiana tabacum KLYYGD •••• • • • • DWEGL. • , •• FEAITG YGLGGSSM/\L FGRVGGGIYT 
Jlc-l·deum vulqare KMYYGD •••• •••• DWEGL. . ••• FESITG YGLGGSSMl\L FGRVGGGIYT 
~'q';'.a sativa GIYYGD., •• •••• DWEGL . • , .. FEA!TG YGLGGSSMAL FGRVGGGIYT 
Arabidopsis thal ia11a KIYYGD •••• •••• DWEGL. • •.• FEA!TG YGLGGSSMAL FGRVGGGIYT 
Her.a vulgaris KLYYGD •••• •••• DWEGL. • ••• FE/\ITG YGLGGSSM/\L FGRVGGGIYT 

consenso ---------- ---------- ---------- ---E-s---- F-R-GGG--'.!:j 

80 



R. palustris 
Rhodospirlllum rubrum 
7'hermotoga mar 1 tima 
Pyrobaculum aerophilum 
A. acetabulum 
Chara corallina 
Cucurbita moschata 
Vigna radiata 
Nicotiana tabacum 
llordeum vul ga re 
Oryza sativa 
Arabidopsis thaliana 
neta vulgaris 

consenso 

R. palustrls 
Rhodospi r i 11 um rubrum 
Thermotoga maritima 
Pyrobaculum aerophilwn 
A. acetabul um 
Chaca corallina 
Cucurbi ta moscha ta 
Vigna radiatcl 
Nicotia11a tabacum 
llordellm vulgare 
orvza sa ti va 
l\z-<1bidopsis thaliana 
Bt-:ta vulqaris 

301 
IKGADVGADLV GKVEASI PED 
KCADVGADLV GKVEAGIPED 
KMDMMDLV GKTELNLPED 
KMDLGADLV GKVEAGIPED 
KMDVMDLV GKVEAGIPED 
KMDVGADLV GKVERNIPED 
KMDVGADLV GKVERNJPED 
KMDVGADLV GKVEHNIPED 
KMDVGADLV GKVEHNIPED 
KMDVGAD!.V GKVERNIPED 
KMDVGADLV GKVERNI PF.D 
KMDVGAULV GK!EHNI PEO 
KMDVGADLV GKVERNIPED 
8-AD--ADLV GK-E---PED 

351 
AVTLIMMAL GA ...... I.L 
AVTVVATMVL AS ...... IF 
VGAIVSSI! L ASYMFPIYVQ 
IVTVTMIFL MILGl ..... 
VGSIIGTMVL GA •..•.• TF 
AESTCAl\LVV SS, ••••• LS 
AESSCMLVV AS •.•••• IS 
AESSCAALVV AS ...... IS 
AESSCMLVV AS ...... IS 
AESSCMLVV AS ...... IS 
AESSCMLVV AS .... .,IS 
AEASCMLVV AS ...... IS 
AEASCMLVV AS ...... IS 

350 
DPRNPAVIAD NVGDNVGDCA GM~DLFETY 
DPHNPAV!AD NVGDNVGDCA GMAADLFETY 
DPHNPA'l'IAD NVGDNVGDVA GLGADLLESF 
DPHNPGVIAD NVGDNVGDVA GMMDVYESY 
llPLNPATIAD NVGDNVGDVA GMGADLFESY 
DPRNPAVlAD NVGDNVGDIA GMGADLFGSL 
DPRNPAVIAD NVGDNVGDIA GMGSDLFGSY 
DPRNPAVIAD NVGDNVGDJA GMGSDLFGSY 
DPRNPAVIAD NVGDNVGDIA GMGSDLf'GSY 
DPRNPAVIAD NVGDNVGDIA GMGSDLF'GSY 
DPRNPAVIAD NVGDNVGDIA GMGSDLFGS\' 
DPRNPAVIAD NVGDNVGDIA GMGSDLFGS\' 
DPRNPAVIAD NVGDNVGDIA GMGSúLFGSY 
-P-NP--IAD NVGDNVGD-A G--1-0-----

400 
L •.•••.• PN .. ML.MAV E~'ILGGVS: 
F' ••••••• AG VPAMT.SMMA ':'?:J;IGGVC'. 
KIGENLVHQV PKETIQALIS Y?: FFALVG~ 
.......... . •• P'l'QFIEA : • ILFMLA~ 
IGVAGFQETN DF'NGL.NAVL :..?:..VLAGTG: 
DFGKEMNYVA MSFPL. l.ITG ~.G; L ..• ve~ 
l'FGNNllELTP MLYPL. IVSS ¡.:::;:L ... 'JC:... 
SFGLNllEL'l'A MLYPL. IVSS 1,·::;:L ... ve:. 
SFGIDllDFTA MCYPL.LISS t-::;:L ... vi::. 
SFGJNllDFTA MCYPL. INSS ·:::;:1 ... ve._ 
SFGJNllEFTP MLYPL. l.ISS ·:~: I ... A::. 
SFGINllDFTA llCYPL.LISS !·::::L ... ve:. 
SFGINllEFTA MCYPL.I.lSS :.·:;.:1 ... v1::. 

consenso ---------- ---------- ---------- ---------- ---·-------

R. palustrls 
Rhodospl r i 11 um rubrum 
T/Jermotoga mar i tima 
Pyrobaculum aerophi 1 um 
A. acetabulum 
Chara corallina 
Cucurblta moschata 
Vigna radiata 
Nicotiana tabacum 
flordeum vulgare 
Oryza sativa 
Arabidopsls thaliana 
Beta vulgaris 

consenso 

401 
IASIIGCAFV KASPGMKNVM PALYKGLIVA GAISLVFFFF '.'7HMVMP, , • 
LASILGTKFV KLGP. KNNIM GALYRGFLVS AGASFVGI 1 L ;.,7/;JVPG, , ? 
GCSMLGILYV IVKKPSDNPQ RELNISLWTS ALLTVVLTAF '...7'ffYLKDL~ 

VATFAGVNLL I<T.TGVKHPL SS ISLA. !YA TIGLTVVLFF IGAFTLGLDS 
ITSIVGTFFV KVKEG. GNPQ KALNTGEFLA SGIMLVLTYL :•1m;MLP, , . 
ITTLVATDLT SGVSNJKGIE PALKQQLVIS TVLMTPVJAL L.t,\'IGCLPDT? 
ITTLFATDFF E. IKAVKEIE PALKKQLI IS TVLMTFGIAI •¡7;·:1svrss;­
LTTLFATDFF E. IKAVKEIE PALKKQLVIS TVLMTIGVAV '.'SFVALPTSf 
JTTLFATDFF E. IKAVKEIE PALKNQLJ IS TAIMTVGIAI '.'Tl'ITCLPSS! 
LTTLFATDFF E. IKMNEIE PALKKQLIIS TALMTVGVAV :31'/LALPAK! 
ITTLFATDFF E. IKAVDEIE PALKKQLIIS TVVMTVGIAL VS\'ILGLPYSF 
ITTLFATDFF E. IKLVKEIE PALKNQLIIS TVIMTVGI1\J \'Sl'IVGLPTS? 
VTTLFATDFF E. IKAVKEIE PALKKQLIIS TVLMTVGIAI JT\·IJALPSS! 
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R. palustris 
Rhodospirillum rubrum 
Thermotoga marítima 
Pyrobaculum aerophilum 
A. acetabulum 
Cl1ara coralllna 
Cucurblta moschata 
Vigna radia ta 
Nicotlana tabacum 
l/ordeum vulgare 
Oryza sa ti va 
Arabidopsls thaliana 
13eta vulgaris 

consenso 

H. palustrls 
Rhodospi r i 11 um rubrum 
Thermotoga mar i tima 
Pyrobacul um aerophi 1 um 
/1, acetabulum 
Chara corallina 
Cucurblta moschata 
Vig11a radiata 
Nicotiana tabacum 
HJrdeum vulgare 
Or~·za sativa 
Az·abidopsis Lhaliana 
b.:ta vulqari.:> 

con!'enso 

R. palustris 
Rhodospi ri 11 um rubrum 
'J'hermotoga ma1·itima 
F}11:obacul um aerophi 1 um 
ti. acetabulum 
Chara cor a 11 ina 
Cu..;urblta moschata 
Vigna radiata 
Nicotia11a tabacum 
llordeum vulgare 
Oryza sati va 
Arabidopsis thaliana 
H~ta vulgar is 

consenso 

4 51 500 
DDALGAG. • • .1'QMRLFGAC VVGLVLTAAM VWVTEYYTGT QFKPVQllVAQ 
GDIQGANGVL YSGFDLFLCA VIGLLVTGLL IWVTEYYTGT NFRPVRSVAK 
GLDVVGFR •• FGAISPWFSA llGIFSGILI GFWAEYYTSY RYKPTQFLSK 
T •••••••••• KALALAAT1' SLGAVIAPLI VKITDYY'l'SY NYGPVRKIAE 
STWTSATGVS YSSFGVFMAV IFGLVAGLLI GMITEFYTGT GTRPVKGJVS 
EJINGAETKV VKKWYMFFCV ACGLWAGLLI GYTTEYFTSll QFTPVRDVAD 
TIFNFGTQKV VTNWKLFLCV AVGLWAGLII GFVTEYYTSN AYSPVQDVAD 
TIFNFGVQKD VKSWQLFLCV AVGLWAGLII GFVTEYYTSN AYSPVQDVAD 
TIFNFGTQKV VKNWQLFLCV AVGLWAGLJI GFVTEYYTSN AYSPVQDVAD 
TIFNFGAQKE VSNWGLFFCV AVGLWAGLII GFVTEYYTSN AYSPVQDVAD 
1'1FNFGAQKT VYNWQLFLCV AVGLWAGLI 1 GFVTEYYTSN AYSPVQDVAD 
TIFNFGTQKV VKNWQLFLCV CVGLWAGI,J 1 GFVTEYYTSN AYSPVQDVAD 
TIFNFGTQKV VllNWQLFLCV CVGLWAGLII GFVTEYYTSN AYSPVQDVAD 

---------- ---------- --G------- -------T-- ---P------

501 
ASTTGllGTNI IAGLGVSMKS TAl~PVIFVCL AIYGAYA ••• 
ASTTGllGTNV IQGLAISMEA TALPALIICA AJITTYQ.,. 
SSIEGTGMVI SNGLSLGMKS VFPPTLTLVL GILFADY ••• 
QAKISPATVI ITGYGVGLMS AIPVIAVIVA VLGISYMIGY 
QSLTGSATNI IAGLGVGMQS TAIPIVILAA AllGAHE ••• 
SCRTGAATNV IFGLAl.GYKS V!IPILAIAF TVFVSHT ••• 
SCRTGAATNV IFGLALGYKS VllP!FAIAV SIFVSFT ••• 
SCRTGAATNV H'GLALGYKS VllPIFAIAI SIFVSFT ••• 
SCSTGAATNV IFGLALGYKS VllPIFAIAJ AIFVSFT •.• 
SCRTGAATNV IFGLALGYKS V!!PIFAIAV SIYVSFS.,. 
SCRTGMTNV lfGLALGYKS VII PIFAIAF SIFLSFS ••• 
SCRTGAATNV IFGLALGYKS VllP!FAIAI SIFVSFS ••• 
SCRTGAATNV IFGLALGYKS V!IP!FAIAV SIFVSFS ••• 

---------- --G------- ---------- ----------

551 
• , •• LAGLYG IAIAATSMLS MAGIVVA~DA YGPITDNAGG 
•••• LSGLFG IAITVTSMLA LAGMVVALDA YGPVTDNAGG 

550 

YTVPVSGFGE 

600 
IAEMSGLPDSj 
IAEMANLPED 

•••• FAGLYG VAIAALGMLS FVATSVSVDS YGPIADNAGG ISEMCELOPE 
LSKYLAGifG TAMASVGLLV VAGI IITADS YGPVSDNAGG VVEMAGLPDE 
•••• FAGLYG IAIAAVGMLS NTGIQLAVDA YGPJSDNAGG IAEMGELPKE 
•••• LAAMYG IACAALGMLS TLSTCLAIDA YGPISDNAGG IAEMAEMGPA 
• , •• FAAMYG IAVAALGMLS TIATGLAIDA YGPISDNAGG IAEMAGMSllR 
•••• LAAMYG IAVAALGMLS TIATGLAIDA YGPISDNAGG 11\EMAGMSHR 
•••• FAAMYG IAVAALGMLS TIATGLAIDA YGPISDNAGG IAEMAGMSHR 
•••• IAAMYG IAMAALGMLS TMATGLAIDA YGPISDNAGG IAEMAGMSHR 
•••• LAAMYG VAVAALGMLS TIATGLAIDA YGPISDNAGG IAEMAGMSllR 
•••• FAAMYG VAVAALGMLS TIATGLAIDA YGPISDNAGG IAEMAGMSllR 
•••• FAAMYG VAVAALGMLS TIATGLAIDA YGPISDNAGG IAEMAGMSHR 
---------G -A------L- --------©- YGP--ONAGG --EM------1 
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R. palustrls 
Rhodospirillum rubrum 
Thermotoga maritima 
Pyrobaculum aerophilum 
A. acetabulum 
Chara corall ina 
cucurbita moschata 
Vlgna radiata 
Nicotiana tabacum 
Hordeum vulgare 
oryza sativa 
Arabidopsis thaliana 
/Jeta vulgar is 

consenso 

R. palustris 
Rhodospirillum rubrum 
1'hermotnga maritlma 
Pyrobaculum aerophilum 
A. acetabulum 
Cha ra coral 1 ina 
Cucurbita moschata 
Vigna radiata 
Nicotiana tabacum 
llordeum vulgare 
Oryza sa ti va 
Arabidopsls thaliana 
Hcta vulgaris 

consen!:io 

R. palustris 
Rhodospirillum rubrum 
Thermotoga maritima 
Pyrobaculum aerophilum 
A. acetabulum 
Chara corallina 
Cucurbita moschata 
Vigna radiata 
Nicotiana tabacum 
Jlordeum vulgare 
Oryza sa t 1 va 
Arabidopsis thaliana 
Beta vulgaris 

consenso 

601 650 

"f!"'R.::D;I..:.T.::D.:..P.:;L"-DA"--V'-'G"'N'"'T"T'"'K"/\"'V"''l-''K'-"G-'Y'-'/\"-J-=G.::S'-'/\-'G'-J.A""-'A-'L"-V'-1"-.f"'/\'-D~Yrl'H AL •••••• , • 
VRKT'I'DALDA VGNTTK/\VTK GY/\IGSSGLG /\LVLF/\AYTE DLAFF"KANVD 
VRKITDllLD/\ VGNTTA/\IGK GF/\IGS/\IF/\ /\LSLFASYM .••• FSQISPS 
VREITDVLDS VGNTTK/\TTK GY/\I/\SML/\ /\!.VLFIALI F EIVYS~.SKI !. 
VRGRTDKLD/\ VGNTTMI GK GF/\ 1 GSMJ.1' /\LAJ.F/\/\FME TAKl :'SI NV. 
IREK1'D/\LD/\ /\GNTT/\/\IGK GFAIGS/\/\LV SLALFG/\YIN RAG;:svDVI 
IREHTD/\LD/\ AGN'l''l'/\/\IGK GFAJGSMLV SL/\LFGl\FVS R/\GV':'.'-.VDVL 
!RERTD/\LDA AGNTTMIGK GF/\IGSMIN SL/\LFG/\FVS R/\Sl':'';'','DVL 
IRERTD/\LD/\ /\GNTT/\AJGK Gf'/\IGSMJ.V SL/\J,FG/\FVS R/\G:STl'DVL 
IHERTD/\LD/\ AGNTTMIGK GF/\IGS/\/\LV SLALFGAf'VS Hl\GVK','VDVL 
IHERTDALD/\ AGNTTA/\IGK GF/\JGS/\ALV SL/\LFG/\FVS RAA!S':'l'DVL 
IRER'l'Dl\LD/\ AGNTTMIGK GF/\JGSAALV SLALFGl\FVS RAGJ,;:VDVL 
!REH'l'D/\LDA /\GNTTl\AIGK GFAIGSMLV SLALFGAFVS R/\fa.:s:1·ovL 
~,_-R-----T-D---LD----_-G_N_T_T---A-----K~G·-_-A-I---S--------~-L~-L-F---_-_,, __ ----------

651 7C:O 
••• EAHGMSL SFD ••• LSDH RVIVGLFIGG LI PYLF/\S!A ME.r.:;::;;;.o.AGS 
llYPAFAGVDV NFS ••• LSSP YVVVGLFIGG LLPYLFGSMG MTA';::;;;_n.AGS 
DIGKPFSLVL LLN •• , MLDll RVIAGl\LLGA AIT\'YFSGYL ¡g;;;:,:,·._i:\!·:K 
GKGIVDMISE SLSGLQLINA NVLIGAFLGV /\LVYFfSSR1' LE·::;;;:.r..:~E 

•.••••••• , ••••••• /\DP LVMAGLFLGG MLPFLFSSLA 1·1:;;:;:;;;;._;;.:: 
L •••••••••••••••.•• p KEFVGLIVGI\ MLPYWfSAMT MKs·::;-_o.;.~.i:\ 

T ••••• ,, ••••••••.•• P KVFIGLIVG/\ MLPYWfSllMT MKS'.'S.,.o_ALK 
1' •••••• , , •••• , • , ••• P KVFIGLIVGA MLP\'1'/FSAMT MKS'.' SS.o.o.!_;; 
T •••••• ' ••••••••.•• p QVFIGLIVG/\ MLPnffSAMT MKs·::;s.o_~!_K 

S ••••••• ,. , •••••• , • P KVFIGL!VGA MLPYWfSAMT MK:·::;s;_>.!..K 
T •••••• ,,, •••••• , •. P KVFIGLIVG/\ MLPYWFSllM'I' MKS'.'SS.'--'-.LK 
T •••••••••••••••••• p KVIIGLLVGA MLP\'lffSllM7 Mi<s·::s.r..o.:K 
1'. ••••••• , •• , •••••• P KVFIGLIVG/\ MLFYVIFSllMT l(;:s·:~.o.r._;~K 

---------- ---------- ----G---G- -----F---- ---V---A--

701 
VVVEVRRQFR DIKGIM •••• 
VVEEVRRQFR ElPGlM •••• 
MVDEIRRQAR EIPGLL •••• 
IVEEIRRQFR EKPGIL •..• 
MIQEVRRQFK TIPELK/V\LD 
MVEEVRRQFN TIAGLM •••• 
MVEEVRRQFN TIPGLM •••• 
MVEEVRRQFN TlPGLM •••• 
MVEEVRRQFN TIPGLM •••• 
MVEEVRRQFN TIPGLM •••• 
MVEEVRRQFN SIPGLM •••• 
MVEEVRRQFN TIPGLM •.•• 
MVEEVRRQFN TIPGLM •••• 
---E-RRQ-- ----------

TMRKNDGKEF AEWSEADQTI 

7 :.o 
• • :::::;::;KPE\' 
• • ::::;:.'-.KPEY 
•• :;:;;:o.K?:JY 
• • :::;·;;:::QPDY 
rn;_;: 3KhE\' 
• .c::;:'!KPDY 
, , EG:.;KPDY 
•• E::;:.:..KPDY 
, . EG:.:..KPDY 
• • EG:.;K?DY 
• • EG77KPDY 
. .E:;:.:..!<PD'f 
, , E:;:;..KPDY 
---------'{ 
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R. palustrls 
Rhodospirillum rubrum 
Thermotoga marltima 
Pyrobaculum aerophilum 
A. acetabulum 
Chara coralllna 
Cucurbi ta moscha ta 
Vigna radia ta 
Nicotiana tabacum 
llocdeum vulgare 
Oryza sativa 
Arabidopsis thaliana 
Beta vulgar is 

consenso 

R. palustrls 
Rhodosplrillum rubrum 
Thermotoga mar i tima 
Py z·oba cu 1 ut11 a e roph i 1 um 
A. dCetal>ulum 
Cheira corallina 
Cu.-:11rbi ta mosci1ata 
\'iqna radiata 
Nicotiana tabacum 
llordeum vulgare 
Oryza satlv~ 
Acabidopsis thaliana 
lieta vulgaris 

consenso 

R. palustrls 
Rhodospirillum rubrum 
'J'hermotoga mari tima 
Prrobaculum aerophilum 
A. acetabulum 
C:haz·a corallina 
Cu..:urbi ta moschata 
\11qna radiata 
Nicotiana tabacum 
llordeum vulgare 
Oryza sa t 1 va 
Arabidopsis thaliana 
Beta vulgaris 

consenso 

751 800 
GTAVDMLTTA AIKEMIVPSL LPVVAPI.LV GMLLGPA. ,, •... ALGGLL 
GRCVDMLTKA AIKEMIIPSL LPVLAPIVLY FVILGIADKS AAFSALGAML 
NRCIEITSDN ALKQMGYPAF JAILTPLVTG FLL •••..... GAEFVGGVL 
ARVVDIATRR ALGEFLIPGL AAJVLPLITG LLL ... ,,,, .GWNALAGLI 
SKCVEISTKA SIHEMVLPGL !AVLTPVVIG F. , . , .... A GGAEMLGGLL 
KRCVEISTDA SLREMIPPGC LVMLTPLVVG GLL ....... ,GKETLAGIL 
ATCVKISTDA SIKEMIPPGA LVMLTPLJVG ILF ........ GVETLSGVL 
ATCVKISTDA SIKEMIPPGA LVMLTPLVVG ILF ...•... ,GVETLSGVL 
ATCVKISTDA SIKEMIPPGA LVMLTPLIVG IFF .... ,,, ,GVETLSGVL 
ATCVKISTDA SIKEMIPPGA LVMLTPLIVG TLF .•.....• GVETLSGVL 
ATCVKJSTDA SIKEMIPPGA LVMLSPLIVG !FF •... , ... GVETLSGLL 
ATCVKISTDA SIKEMIPPGC LVMLTPLIVG FFF ....•.. ,GVETLSGVL 
ATCVKISTDA SlKEMI PPGA LVMLTPLIVG IFF... . . . . . GVE'rLSGVL 
---------- -------P-- -----P---- ---------- ----------

801 
MGTIVTGIFV 
LGVIVTGLF'I 
IGTVLSGAML 
MGAIVAGVPR 
AGVTVSGVLM 
AGALVSGVQI 
AGSLVSGVQI 
AGSLVSGVQ! 
AGALVSGVQ! 
AGALVSGVQI 
AGALVSGVQI 
AGSLVSGVQJ 
AGSLVSGVQI 
-G----G---

850 
G!SMCTG@GA WDNAKKLIEE GFTDANGVLll KKGSEAHKAJ\I 
AISMTAGGGA WDNAKKY!ED GllYGG., .... KGSEAllKAA 
Al LTANSGGA WONl\KKYLEA GNLEGYG. . . . KGSEPllKAL 
ALLMANAGGA WDNl\KKYJE ........ JQG LKKTEMllKM 
AIFQSNSGGA WDNl\KKMFEE G. VEIDGQMll YKGSDAHKAA 
A!Sl\SNTGGA WDNAKKYIEI\ GGNDHARTLG PKGSDCllKM 
A!Sl\SNTGGA WDNAKKY!EI\ GASKHARTLG PKGSDPHKAA 
AISASNTGGA WDNl\KKYIEA Gl\SEllARSLG PKGSDCHKAA 
AISl\SNTGGA ~IDNAKKY!EA Gl\SEHAHTLG PKGSEPHKAA 
AISASNTGGA WDNl\KKY!EA GNSEHARSLG PKGSDCHKAA 
AISl\SNTGGA WDNAKKYIEA Gl\SEHARTLG PKGSDCHKAA 
A!SASNTGGA WDNAKKY!EA GVSEHAKSLG PKGSEPHKAA 
AISl\SNTGGA lfüNAKKY!EA GASEHARSLG PKGSEPHKAA 
-------@GA WDNAKK--E- ---------- -K----HKA-1 

B51 900 
iVTGDTVGDPY KDTl\GPAVNP LIKIIINIVAL LIVPLLPLAS NPVKASHAEP 
VTGDTVGDPY KDTAGPAVNP MIKITNIVAL LLLAVLAH-- ---------­
VIGDTVGDPL KDTVGPSLDI LIKIMSVVSV ll\VSIFKHVll LF-------­
VIGDTVGDPM KDTVGPSLNP LIKVLNTLSV VFTYVIVSTN IALGIWPSGL 
VVGDTVGDPF KDTSGPSPNJ LLKLMSVVAL VIAPFLD.QS TKNTLQVLEP 
VIGDTVGDPL KDTSGPSLNJ L!KLMAVESL VFAPFFKTYG GVLFVLWDKF 
VIGDT!GDPL KDTSGPSLNI LIKLMAVESL VFAPFFASHG GLLFKJF--­
VIGDTIGDPL KDTSGPSLNI LIKLMAVESL VFAPFFATHG GLLFKIF--­
VIGD'l'IGDPL KD'l'SGPSLNI LIKLMAVESL VFl\PFFATHG GILFKIF--­
VIGDTIGDPL KDTSGPSLNI LIKLMAVESL VFAPFFATYG GLLFKYI--­
VIGDTIGDPL KD'l'SGPSLNI LIKLMAVESL VFAPFFATHG GILFKWF--­
VIGDTIGDPL KDTSGPSLNJ LIKLMAVESL VFAPFFATHG GILFKYF--­
VIGDTIGDPL KDTSGPSLNI LIKLMAVESL VFAPFFATHG GLLFKLF--­
IV-GDT-GDP- KDT-GP---- --K-1------ ---------- ----------
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R. palustrls 
Rhodosplrlllum rubrum 
Thermotoga marltlma 
Pyrobaculum aerophilum 
A. acetabulum 
Chara cocallina 

901 928 
APMVQPAETA PAMPAAPMAE PSAPAASQ 

LPF••····· •••••••••• 
HRHIGGAFLL DVRPHSK!·· 
VAGKY····· •••••••••• 

cucurbita moschata ---------- ----------
Vigna radiata ---------- ----------
Nicotiana tabacum ---------- ......................... .. 
/fordeum vulgare ...................................................... ... 
Oryza satlva ......................................................... ... 
Arabidopsls thallana ....................................................... .. 
Beta vulgaris ......................................................... ... 

consenso ---------- ----------

Flg 18. Alineamiento múltiple de las secuencias de H'PPasas. Se marcan los segmentos conservados 
con un recuadro. (A. acatabulum = Acetabu/arla acetabutum). 
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Determinación del perfil de hidropatia y topologia transmembranal de la H•PPasa 

de R. palustrls . 

Se utilizó el programa TopPredll, el cual ha demostrado ser eficiente en la 

predicción de cruces transmembranales de protelnas bacterianas 

(http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/toppred.htmll. Este programa emplea la 

escala de Engelman-Goldman (Engeiman el a/, 1986) y una ventana de 19 

aminoácidos. 

La Fig. 19 muestra los dos perfiles de hidropatla arrojados por el programa para 

la H•PPasa de R. pa/ustris, correspondientes a las isoformas A y B de la protefna, 

dependiendo si se incluye el primero o segundo codón de inicio. En términos generales 

Jos patrones son clásicos para protefnas con una afta hidrofobicidad y muy parecidos a 

los reportados para las WPPasas de plantas (Maeshlma, 2000) y al de R. rubrum 

(Baftscheffsky et al, 1998). 

Con base en los perfiles de hldropatfa se realizaron modelos topofógfcos. Para fa 

isoforma A (Fig. 20) se tienen 15 cruces transmembranales {uno de elfos putativo), 

mientras que para fa isoforma B (Fig. 21), el programa propone un cruce menos. Esto 

resulta interesante ya que en el gen homólogo de R. rubrum se tiene una situación 

similar, aunque en este caso tampoco se ha determinado el inicio de fa protefna. 

Estudiar fa posible relevancia funcional o fisiológica de estos codones de inicio 

alternos, asf como fa existencia de isoformas de la enzima podrfan proporcionar 

información relevante acerca de la regufacfón a nivel genético de estas enzimas en fas 

bacterias fotosintétlcas. 
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Flg 19. Perfiles de hldropatla de la H'PPasa de R. pa/ustrls obtenidos mediante el programa 
TopPredll. A. Perfil de a la protelna Incluyendo el primer codón de inicio (lsoforma A). B .. Perfil de la 
protelna sin los primeros 17 aminoácidos, es decir, a partir del segundo codón de Inicio (isoforma B). 
Lineas horizontales (mlnimo y máximo valor de corte para considerar un cruce transmembranal); se 
indica cada cruce posible con una lfnea vertical. 
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Flg 20. Modelos Topológicos de la lsofonna A de la H'PPasa de R. palustrfs .. El programa arrojó 2 
modelos posibles, cuyas diferencias son la presencia (A) o ausencia (B) de el treceavo cruce (en blanco) 
y la orientación de los extremos carboxilo y amino terminales. Se indica la longitud de cada asa (L) y se 
marcan en negro los segmentos conservados. 
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Flg 21. Modelos Topológicos de la lsoforma B de la H'PPasa de R. palustrls. A diferencia de los 
modelos presentados en la figura anterior esta isoforma carece del primer cruce transmembranal y al 
Igual que en la figura anterior, el programa arroja 2 modelos posibles, cuyas diferencias también son la 
presencia (A) o ausencia (B) de un cruce {el doceavo, equivalente a el treceavo de la figura anterior) y la 
orientación de los extremos carboxilo y amino terminales. Se indica la longitud de cada asa (L) y se 
marcan en negro los segmentos conservados. 
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4.3. INTRODUCCIÓN DEL GEN DE LA WPPasa DE R. pa/ustris EN LA BACTERIA 

FOTOSINTÉTICA R. sphaero/des. 

Como se describió en la sección 4.1.7., es muy dificil la obtención de 

membranas selladas de R. pa/ustris, asl que, ahora que contábamos con el gen, se 

decidió introducirlo en R. sphaeroides (que carece de H'PPasa, y posee un sistema 

membrana! de tipo vesicular que permite la obtención de membranas selladas), con el 

objeto de poder medir la slntesis de PPi por la H'PPasa de R. pa/ustris en un sistema 

heterólogo. 

En primer lugar se introdujo el fragmento de 5,000 pb que contiene al gen en el 

piásmido pBBR1MCS-5 (vector de amplio rango, Kovach, et al 1995), posteriormente 

se transformó en E. coli 817 (Cepa especial para conjugación) y se conjugó con R. 

sphaeroides 2.4.1. Se seleccionaron cinco colonias resistentes a gentamiclna 

(resistencia que da el plásmido) y se crecieron fotosintétlcamente para obtener 

cromatóforos. Las cinco clonas presentaron una actividad hidrolltlca de PPi semejante, 

mientras que la cepa silvestre no. Esta actividad fue Inhibida por NaF de manera similar 

a como sucede en los cromatóforos de R. pa/ustris y no se detecto hidrólisis con p­

nitrofeniifosfato, indicando que la actividad determinada se debla a la H+PPasa de R. 

palustris y no a alguna fosfatasa inespeclfica (resultados no mostrados). 

4.3.1. Desacoplamiento y sintesis de PPI en cromatóforos de las bacterias 

transgénlcas. 

A continuación se procedió a medir el desacoplamiento por CCCP. Como se 

puede apreciar en la Fig. 22, la actividad especifica de los cromatóforos de las clonas 

transgénlcas es en promedio de 22.8 nmoies Pi min'1 mg protelna -1, la cual es del 

22% de la actividad de los cromatóforos de R. pa/ustris, sin embargo, el porcentaje de 

activación de la hidrólisis obtenido es considerable (58% en promedio). Es importante 

hacer notar que esta activación se obtuvo sin necesidad de preincubar a las 

membranas. Resultados similares se presentan utilizando otras concentraciones de 

CCCP (datos no mostrados). 
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Flg. 22. Activación de la Hidrólisis de PPI por CCCP en cromatóforos de R. sphaeroldes 
transformadas con el gen de la H'PPasa de R. pa/ustrls. Las condiciones del ensayo fueron 
Glicilglicina 50 mM pH 7 .4, PPiNa 0.5 mM MgCl2 1 mM y 0.4 mg de protelna. Barras claras: actividad 
control. Barras cuadriculadas: adicionando 1 µM de CCCP. Tiempo de Incubación 15 min a 30" C. Se 
mueslra el promedio y las desviaciones estándar obtenidas de tres experimentos. 

Esta estlmulaclón con el protonóforo sugiere que a diferencia de lo ocurrido en 

las membranas de. R. pa/ustris, estas membranas si se encontraban selladas. Este 

hecho se corifirm'ó mediante rnlcrograflas electrónicas (Flg.23) obtenidas de las 

membranas fotci~1~iétid~sde.R. pa/usíris y de la cl.ona 4 de R. sphaeroides, las cuales, 
, :._ . :---~:·:-:_--·. 1'·;'-~.,J:-~\""'~:::-,·=níY.:·" -~~7ff'-' ~~:::i::~::;: -.-¡ .. -r.·:- :-/:!~º:- ·.- , -_ -: . -· 
como pued.e o~.s.~rvar,s~ son veslculas cerradas en su mayorla. 
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A B 

Flg. 23. Fotograflas de microscopia electrónica de los cromatóforos. A) Rhodopseudomonas 
palustrls cepa silvestre y B) Rhodobacter sphearoldes clona 4 con la Incorporación do Ja H'PPasa 
de R. pa/ustrls. Ambas obtenidas a 20,000 aumentos. 

El siguiente paso fue tratar de determinar si estas quimeras podlan ser capaces 

de síntesis de PPi. La Tabla 9, muestra que la actividad sintética de los cromatóforos 

de la clona 4 de R. sphaeroides es baja, sin embargo, se estimula en un 50% con la 

adición de succlnato (el cual funciona donando electrones a la cadena fotosintética) y 

en un poco más de 100% en presencia de oligomicina (inhibidor de la ATP sintasa). 

Tabla 9 Slntesls de PPI en Cromatóforos de R. sphaero/des con el gen de ta H'PPasa de R. 
pa/ustrls. 

Condición nmoles de PPi /mi 

Control 10 

+ Succinato (0.1 rnM) 15 

+Oligornlcina (10 µg/ml) 21.9 

Las condiciones experimentales se detallan en Materiales y Métodos, se utilizaron 5 mg de protelna y se 
incubó la reacción 30 mln a 30° C. 

92 



5. DISCUSIÓN. 

La gran plasticidad metabólica de las bacterias púrpuras no sulfurosas las hace 

un objeto de estudio interesante, tanto desde el punto de vista bioqulmlco, como el 

fisiológico para tratar de entender como utilizan esta plasticidad en su forma de vida y 

supervivencia. 

Anteriormente se pensaba que la presencia de la H+PPasa de membrana estaba 

restringida a unas cuantas bacterias fotosintétlcas y tonoplastos ne plantas, pero 

recientemente se ha encontrado que diversos grupos de bacterias aparentemente poco 

relacionados entre si, también poseen esta ciase de PPasas, por lo que su distribución 

parece ser más amplia que la que se suponla. 

Es importante la utilización de modelos alternos en el estudio de las enzimas, ya 

que permite conocer las caracterlsticas generales de éstas. En el caso de las 

H+PPasas de bacterias fotosintéticas solo se ha estudiado detalladamente la enzima de 

R. rubrum, a la cual se le han caracterizado las actividades de hidrólisis y slntesls de 

PPi. Sin embargo, existen otras bacterias fotosintéticas que poseen PPasa de 

membrana las cuales aun no han sido estudiadas, esta falta de Información motivó la 

realización de este trabajo, que consistió en caracterizar tanto bioqulmlca como 

molecularmente a la PPasa de la bacteria fotosintética Rhodopseudomonas pa/ustris. 

Aunque todavla quedan detalles por explorar, este trabajo contribuye y aporta a la 

información que se tiene acerca de estas protelnas. 

Las caracterlstlcas generales de la WPPasa de R. palustris obtenidas en este 

trabajo muestran que es una PPasa membrana! tlpica. En cuanto a sus caracterlsticas 

moleculares, la secuencia del gen y el de la protelna que codifica son muy semejantes 

a las de las PPasas membranales de plantas y en especial a la de la bacteria 

fotosintética R. rubrum (el único gen de bacteria fotosintética con el que se cuenta al 

momento). La identidad entre la secuencia de aminoácidos de la WPPasa de R. 

pa/ustris y la de R rubrum es alta (65%), mientras que su similitud con las WPPasas 

de plantas y algas es del mismo orden que la similitud de éstas enzimas con la 

H+PPasa de R. rubrum (alrededor del 40%). Al igual que todas las PPasas de 

membrana se identifican 3 segmentos conservados, lo que confirma la importancia de 
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éstos en la función de la enzima. La obtención del gen de R. palustris permitirá, a 

medida que se sigan obteniendo más secuencias de bacterias fotosintéticas y otras 

bacterias, hacer estudios filogenéticos y evolutivos más confiables. 

En cuanto a sus caracteristicas bioqulmicas, también encontramos semejanzas 

con las otras H+PPasas, principalmente en la especificidad de sustrato, pH óptimo y en 

términos generales en la respuesta a inhibidores y activadores. 

Otro hecho interesante es que esta WPPasa, al igual que la de R. rubrum, es 

capaz de hldrollzar el complejo Zn-PPi (tan buen sustrato como el Mg-PPi), con una 

dependencia de pH similar, con un máximo alrededor de pH 5.5. Desafortunadamente 

aun no existen reportes donde se haya evaluado la hidrólisis de este complejo por parte 

de la PPasas vacuoiares, ni las de otras bacterias, por lo que no es posible determinar 

aún si esta es una característica general de todas las PPasas o es exclusiva de las 

WPPasas de bacterias fotosintéticas. 

Sin embargo, la WPPasa de R. pa/ustris muestra algunas diferencias 

interesantes, tales como la cinética de hidrólisis del complejo Mg-PPI. En R. rubrum, la 

cinética de la WPPasa es de tipo Michaeliano en presencia de Mg2• libre desde 0.03 

hasta 1 mM (Sosa et al, 1992), en cambio, en R. pa/ustris la cinética es siempre 

sigmoidal. Este comportamiento sigmiodal se ha asociado a los sitios regulatorios no 

catalíticos que presentan algunas PPasas (Cooperman, 1992), que deben ocuparse 

antes que el sustrato pueda unirse al sitio catalftico, como sería el caso del Mg2+. 
Otra diferencia Importante es la alta Ea que presenta la WPPasa de R. palustris 

(62.7 kJ/mol) comparada con la de la enzima de R. rubrum (45 kJ/mol). Aparentemente 

la enzima de R. pa/ustris requiere más energía para realizar su función y efectivamente 

es más lenta que la de R. rubrum (Romero y Cells, 1995). Estas diferencias podrían 

indicar variaciones en el mecanismo catalftico entre las dos enzimas, o en la 

accesibilidad del sustrato. 

La actividad máxima de hidrólisis de PPI en cromatóforos de R. palustris que se 

logró fue de -100 nmofes Pi min·1 mg protefna·1 y no pudo ser estimulada por 

desacopfantes. Tomando en cuenta que los cromatóforos no se encontraban sellados, 

se puede especular que no es posible obtener actividades mayores. Esta actividad es 

relativamente baja comparada con las de las WPPasas vacuolares, que va desde 150 
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hasta 780 nmoles PI mln"1 mg protelna·1 (Maeshima, 2000) y comparada con la de R. 

rubrum que es 337.5 nmoles Pi min"1 mg protelna·1 en cromatóforos desacoplados 

(Romero y Celis, 1995). 

En cuanto a la actividad sintética se pudo demostrar que la H•PPasa de R. 

pa/ustris es al menos capaz de sintetizar PPI cuando está expresada en Rhodobacter 

sphaeroides, lo que hubiera sido muy dificil de lograr en cromatóforos de R. palustris. 

Sin embargo, la caracterización de la actividad sintética no pudo llevarse a cabo en 

este sistema debido a la baja actividad de la enzima (Sección 4.3.1.). Considerando 

que el vector pBBR1MCS-5 utilizado en la clonación, es de bajo número de copias y 

que el único promotor con el que cuenta es el de la propia WPPasa, es muy probable 

que haya una baja expresión de esta protelna en R. sphaeinides y por ende baja 

actividad. Otro factor que podrla Influir serla que el promotor que viene con el gen no 

sea muy fuerte y no funcione adecuadamente en R. sphaeroides, este sistema podrla 

ser mejorado utilizando un vector con un mayor número de copias y/o clonando el gen 

bajo un promotor fuerte. 

Por otra parte, Nore, el al (1990) reportaron la slntesis de PPi en cromatóforos 

de R. rubrum y de R. viridis. En R. rubrum, la actividad es un orden de magnitud mayor 

y Jos autores proponen que se debe a que las membranas intracitoplásmlcas de R. 

viridis son planas y son incompatibles con la formación de veslculas selladas, 

correlacionándolo con la baja estlmulaclón de la ·hidrólisis de PPi y de ATP por 

desacoplantes y con la baja capacidad de slntesls de ATP (2 ordenes de magnitud 

menor que la de R. rubrum). Asl pues, el uso de sistemas heterólogos como el 

ensayado en este trabajo podrlan ser un buena alternativa para medir Ja slntesis de PPi 

de WPPasas de bacterias cuyas membranas no formen cromatóforos. 

Un aspecto interesante de la slntesls de PPi en bacterias fotosintéticas es si esta 

actividad se lleva a cabo in vivo o bien es solo una consecuencia de la reversibilidadad 

de la reacción hidrolltica. A pesar de que la de WPPasa de R. rubrum está bien 

caracterizada tanto bloqulmlca como molecularmente, poco se sabe acerca de su 

importancia y de su papel en el metabolismo de las bacterias fotosintéticas. Se ha 

postulado la hipótesis de que esta enzima funciona en R. rubrum como una bomba que 

genera un gradiente protonmotrlz suficiente para la supervivencia de la bacteria en 
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condiciones de baja energla. En condiciones de alta energla la H+PPasa sintetizarla 

PPi, el cual se almacenarla en forma de gránulos de PPi que podrlan ser hidrolizados 

en condiciones de baja energla, para formar un gradiente de H+ que la célula utilizarla 

y que le permitirla utilizar el ATP en otras funciones (Nyrén y Strid, 1991). 

Se sabe que las H+PPasa vacuolares de plantas se utilizan para acidificar el 

Interior de estas veslculas a expensas de la hidrólisis del PPi que se encuentra en el 

citosol y que su expresión y actividad se ven aumentadas en condiciones tales como el 

crecimiento activo (hipocotilos). Se presume que debido a la alta tasa de bioslntesis, 

las concentraciones de PPi intracelular se ven elevadas, es en esta condición donde la 

actividad de la H'PPasa supera a la de la V-ATPasa, para después igualarse en 

condiciones donde el crecimiento se torna más lento (plantas maduras). Asimismo, en 

condiciones de estrés tales como la baja temperatura y la anoxia (situaciones en las 

que la disponibilidad de ATP se ve reducida), la actividad y la expresión de la H+PPasa 

vacuolar se ven aumentadas para poder conservar la función de acidificación de las 

vacuolas gastando la menor cantidad de ATP posible. Análogamente, la H'PPasa 

bacteriana podrla ser importante en situaciones donde la disponibilidad de ATP se viera 

restringida. 

En la actualidad, gracias al conocimiento de la secuencias del gen de R. rubrum 

y ahora el de R. pa/ustris, es posible hacer estudios de expresión correlacionados con 

la actividad de Ja enzima en diferentes condiciones de crecimiento. Por ejemplo, esta 

enzima se encuentra en membranas de R. rubrum crecidas aeróbicamente en la 

oscuridad (Romero et al, 1991) y en este trabajo también se determinó su presencia en 

membranas respiratorias de R. paluslris (datos no mostrados) por lo cual ésta serla una 

condición de estudio futuro. Por otra parte, el desarrollo de mutantes sin H+PPasa 

servirla para evaluar las consecuencias fenotlpicas de la pérdida de esta enzima. 

Un hecho interesante es el que dentro de la familia de la bacterias púrpuras no 

sulfurosas existen especies que poseen H'PPasa (R. viridis R. rubrum y R. paluslris) 

asl como especies que no la tienen (R. sphaeroides, R. capsulatus, R. blaslica , etc). 

Recientemente se ha descubierto que aquellas con H'PPasa tienen una PPasa 

citoplásmica clase A, mientras que las que no poseen H'PPasa tienen a su vez PPasa 

citoplásmica clase C (Celis y Romero, datos en prensa). Estas diferencias podrlan estar 
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vinculadas a la regulación diferencial in vivo de estas enzimas en las bacterias. Un 

hecho que podrla apoyar esta Idea es que las PPasas de clase A de estas bacterias 

son Inhibidas por intermediarios del Ciclo de Calvln corno el 3-fosfoglicerato, mientras 

que las Clase C son insensibles a este Intermediario. Una posible explicación es que 

las PPasas citoplásmicas de las bacterias con H'PPasa están reguladas 

negativamente para evitar el ciclo fútil que se presentarla si la PPasa de membrana 

estuviera sintetizando PPi, el cual serla hidrolizado por la PPasa citoplásmica. 

Inhibiendo a la PPasa citoplásrnica se asegurarla que una fracción del PPi producido 

en las reacciones blosintéticas fuera aprovechado. Alternativamente, si las dos enzimas 

funcionaran hldrollticamente, el PPi hidrolizado por la H•PPasa tendrla la utilidad de ser 

usado para generar gradiente de W. Sin embargo, todas estas son especulaciones, 

aun hacen falta muchos estudios para determinar la importancia fisiológica de estas 

dos enzimas. 

Una utilidad adicional de las clonas transgénlcas de R. sphaeroides que tienen la 

H'PPasa de R. pa/ustris serla estudiar el efecto de esta enzima en bacterias que 

naturalmente no la tienen. Igualmente interesante serla Introducir una PPasa 

citoplásmica clase C (de las especies sin membrana!) a alguna especie con H'PPasa y 

tratar de suprimirle su propia PPasa citoplásmlca, para posteriormente caracterizar esta 

quimera. 
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5. CONCLUSIONES. 

A partir de Jos resultados obtenidos en este trabajo, las conclusiones son: 

En sus caracterlstlcas bioqulmlcas, la WPPasa de Rhodopseudomonas 

palustris: 

1) Es específica para la hidrólisis del sustrato catlón-PPI; en el siguiente 

orden de selectividad: Mg2
• > zn2

• = Co2
•. El Ca-PPI no es sustrato. 

2) El Mg2
• es el único catión activador en.su forma libre, mientras que el 

Zn2
• y el co2

• son inhibldores en su forma libre. 

3) La cinética de la hidrólisis de Mg-PPi es de tipo slgmoldal, presentando 

una actividad máxima de alrededor de 85 nmoles de Pi mln-1 mg de protelna·1• Las 

cinética con Mg2
• libre conserva la cinética sigmoldal y a partir de 0.5 mM la 

actividad decrece en función de la concentración de sustrato. 

4) El pH óptimo para hidrólisis de Mg-PPi esta entre 6.5 y 7.0. 

5) El máximo de actividad con Zn como s.ustrato a pH 5.8 es comparable 

con la máxima actividad obtenida con Mg a pH 7.0. 

6) La WPPasa de R. pa/ustris es sensible a NaF., DCCD y análogos de 

sustrato (IDP y MDP). La hidrólisis del complejo Mg-PPi es Independiente de la 

presencia de K•. 

7) Los de~acoplantes, como el CCCP, !len.en un pobre efecto sobre la 

actividad hlc!raUll~.a t!ª. PPI de.bldo a que la~ ,;;embranas que se obtienen no están 

selladas.. . ... . . . 
. ~) · El gráfico de Arrhenlus no presenta quiebres y la Ea para la hidrólisis es 

de 62.7± 2.63 kJ /mol. 

En cuanto a la caracterización molecular encontramos que: 

9),EI gen está compuesto por 2,178 pb, su contenido de G+C es de 69%, 

presenta 2 posibles codones de inicio con sus 2 respectivas regiones de unión al 

ribosoma, una reglón terminadora de la traducción tipo rho Independiente además 

de regiones putativas -35 y -1 o. 
10) La protelna tiene 725 aminoácidos y una masa molecular calculado de 

73.7 kDa en el caso de que se Inicie en el primer codón, mientras que serla de 708 
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amlnoácldosc()n u.n peso de 72 kDa si Inicia en le segundo; su punto lsoeléctrico 

teórico es de 5,75, Presenta un 64% de Identidad con la WPPasa de R. rubrum y 

alrededor de un 40% de Identidad con las H'PPasas de bacterias, algas y plantas. 

_.11) Muestra un perfil de hldropatla clásico para protelnas con una alta 

hldrofoblcldad, presentando de 13 a 15 cruces transmembranales. 

12) La WPPasa se puede expresar en R. sphaeroides aunque presenta una 

actividad hldrolftlca más baja (20% del total), pero se estimula 58% con 

protonóforos, ya que estas membranas si están selladas. Esta enzima expresada 

en cromatóforos de R. sphaeroides es al menos capaz de sintetizar PPI y se ve 

estimulada con la adición de succinato y oligomlcina, sin embargo la actividad 

sintética en este sistema heterólogo es baja. 
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