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RESUMEN

CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y MOLECULAR DE LA PIROFOSFATASA
MEMBRANAL DE Rhodopseudomonas palustris.

Las pirofosfatasas membranales (PPasas) estan presentes en algunas
bacterias y en vacuolas de las plantas. Son enzimas que utilizan la energla de la
hidrédlisis del enlace de alta energia del PPi para translocar H' a través de la
membrana en que estan situadas, por lo que se denominan H'PPasas. Se ha
descrito que la bacteria fotosintética Rhodospirillum rubrum posee una H'PPasa
que no solo es capaz de hidrolizar PPi sino también sintetizarlo de una manera
acoplada al gradiente electroquimico de H* y en este sentido es el tnico modelo
alternativo a la ATP sintetasa para el estudio de la transduccion energética y de
los mecanismos de sintesis de uniones de alta energia.

Las H'PPasas de vacuolas 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 caracterizacién bioquimica y molecular de la H*PPasa de la bactsria
fotosintética Rhodopseudomonas palustris. Los resultados mostraron qﬁe én
general, las caracteristicas bioquimicas de la hidrélisis de PPi por la H*PPasa de
R. palustris en la membrana, son muy semejantes a las de su homoéloga en R.
rubrum (selectividad a sustrato, activacién por Mg® libre, sensibilidad a inhibidores
y andlogos de sustrato, dependencia de pH, etc). Sin embargo, presenta algunas
diferencias como una cinética sigmoidal y una energla de activacién mayor (E;=
62.7 _kJd/mol). Asl mismo, la enzima responde pobremente a los desacoplantes
‘debido a que las membranas que se obtuvienen no son vesiculas selladas. En
‘cuanto a la caracterizacion molecular, se clon6 y secuencio el gen de la H'PPasa
de R. paluétn's. Tiene un tamarfio de 2,178 pb con un contenido de G + C de 69%.
AI igual que el gen de R. rubrum presenta 2 posibles codones de inicio con sus
respectivas regiones. de uniébn a ribosoma y una region terminadora rho
independiente. La secuencia de amino&cidos 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 planias. Los perfiles de hidropatla sugieren de 12 a 15 cruces
transmembranales dependiendo del codén de inicio utilizado. Finalmente se
introdujo el gen de la H'PPasa de R. palustris en la bacteria Rhodobacter
sphaeroides. Esta bacteria carece de esta enzima y técnicamente permite la
obtencién de vesfculas de membrana selladas. Las mutantes obtenidas
presentaron en su membrana actividad de hidrélisis de PPi sensible a
desacoplantes <y sintesis de PPi, aunque estas actividades fueron
considerablemente bajas. Estos resultados sugieren que la H'PPasa de R.
palustris podria ser sintética in vivo.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades. ]

En el proceso fotosintético, la energla de la radiacion electromagnética es
transformada en energia quimica, ya sea en la membrana tilacoidal de los cloroplastos
o en la membrana plasmatica de las bacterias fotosintéticas.

Desde el siglo XVII, se asoci6 el proceso de la fotosintesis exclusivamente con
las plantas, sin embargo, a partir de 1930 con los estudios de Cornelius Van Niel; se
sabe que clertas bacterias también pueden llevar a cabo dicho proceso.

Existen cuatro grupos de eubacterias (cianobacterias, proclorofitos, bacterias
verdes y bacterlas plrpuras) y un grupo de arqueobacterias (Halobacterium) capaces
de realizar fotosintesis.

La fotosintesis oxigénica llevada a cabo por las plantas, algunas cianobacterias
y . los proéloroﬁtos (un pequeiio grupo de procariotes fototropicos simbiontes
recientemente descubierto) produce oxigeno, el cual es liberado durante la fotdlisis del
agd’a,'de actierdo a la siguiente reaccion:

luz
2H,0 + CO; = (CH0) + H,O + O

Las bacterias verdes.y purpuras Jlevan_a cabo fotosintesis anoxigénica en
donde no existe una Ilberaclén de oxlgeno mo|ecular, ya que el agua es reemplazada
por otros reductores como el Sz‘ ‘8203

st o por compuestos organicos, tales como

malato, succmato B- hldroxlbutlrato, anera que el concepto moderno de
fotosintesis esta correctamente a0 'slguiente reaccion de oxido-
reduccién propuesta por Van Niel (193‘5_‘ Lo '

S g

" 2HA + COp - (CHO) + 2A + H,0

donde A= donador de electrones.
" El aparato fotosintético puede ser dividido experimentalmente en tres
componentes estrechamente relacionados tanto en aspectos estructurales como



funcionales, los cuales son: pigmentos cosechadores de luz, centros de reaccion
fotoquimicos y una cadena de transferencia de electrones. La energia .luminosa
absorbida por los pigmentos antena es transferida a los centros de reaccién, donde se
produce una separacién de carga por la liberacién de un electrén de la clorofila del
centro de reaccion. Un flujo de electrones es establecido a través de la cadena de
transporte de electrones asociada a la fotosintesis, la cual se encuentra acoplada a la
sintesis de ATP, es decir, la energla derivada de la luz es utilizada para sintetizar el
ATP (fotofosforilacién) por la ATP sintetasa.

Alternativamente, en algunas bacterias purpuras, la energla del gradiente
electroquimico de protones puede ser acoplada a Ia slntesls de PPi a través de la
pirofosfatasa de membrana (H*PPasa). =

En la fotosintesis anoxigénica, Ia sintesis de ATP es la dnica consecuencia

‘ qulmica prlmarla de la absorclén de qu‘ en ‘cambio en la fotoslntesus oxlgémca las
consecuenclas de la absorcién de Iuz son més comple]as ya que su aparato

‘fotoslntétlco con}tlene dos clases diferentes de centros de reaccién (fotosistemas),
conocidos como tipo | y II. La excltacién de los centros de reaccion tipo |, de manera
analoga a la excitacién de los centros asociados a la fotosintesis anoxigénica, puede
producir un flujo ciclico de electrones acoplado a la sintesis de ATP. E papel especifico
de los centros de reaccion tipo Il es el de realizar la fotdlisis del agua. Las dos clases
de centros de reaccién se encuentran interconectados funcionalmente a través de la
cadena de transporte de electrones; si los dos fotosistemas son excitados
simultineamente, se produce un flujo de electrones no ciclico, ligando la oxidacion del
agua en el fotosistema Il,"con la ‘r‘educclén del NADP* en el fotosistema | y a la
produccién de ATP. .

El mecanismo fotoqdlmlco relativamente complejo de la fotosintesis oxigénica
permite el uso del agua (el cual en general no es un buen donador de electrones), para
la reduccion de nuclestidos de piridina.

Los organlsmos que reallzan fotosintesis anoxigénica obtienen nucledtidos de
pirimidina redumdos a expensas de ATP, por medio de un flujo reverso de electrones,
o bien mediante un flujo de electrones no ciclico desde el donador primario hasta los
nucledtidos de piridina.



La utilizacién de fuentes de carbono para el crecimiento fotosintético, es otra
caracterlstica que distingue a los organismos que realizan fotosintesis oxigénica de los
que realizan la anoxigénica; las cianobacterias asi como los eucariotes fototrépicos
dependen exclusivamente del CO, como fuente de carbono, mientras que las bacterias
verdes y purpuras ademds pueden utilizar compuestos organicos simples.

Existe otro tipo de fotosintesis exclusivo dé la arqueobacteria del género
Halobacterium; estos microorganismos se desarrollan quimioorganotréficamente y su
obtencién de ATP se basa principalmente en la respiraciéon oxigénica; sin embargo,
cuando son sometidos a condiciones de limitacién de oxigeno, llevan a cabo la sintesis
de la cromoprotelna bacteriorodopsina, la cual se incorpora en,pequefios agregados a
la membrana (membranas puUrpura). La iluminacién de las células de Halobacterium
que contienen bacteriorodopsina, produce un blanqueamiento de la cromoproteina,
acompafado de la liberacion de protones al espacio extracelular; el establecimiento de
un gradiente transmembranal de protones permite la sintesis de ATP, la cual se
mantiene el tiempo en que las células permanecen iluminadas. Por lo tanto este tipo
de fotosintesis no es oxidorreductora.

" 1,2, Caracteristicas de las bacterias parpuras.
Las bacterias purpuras pertenecen a un pequefio grupo de eubacterias gram-

“* : negativas el cual  consta de aproximadamente 30 especies, se reproducen por fision

" binaria aunque algunas especies lo hacen por gemacién, la mayoria son méviles y
~y;7:;kjoséven flagelo. -
A pesar del tamafio reducido de este grupo, presenta diversidad genética, de
"iahlv que el contenido de G+C promedio en el DNA varie de 46% a 73%; el analisis
. rcorynparaﬁvo de las subunidades de RNA ribosomal confirma este hecho.
. Considerando sus caracteristicas fisiolégicas y ecologicas, las bacterias purpuras
han sido divididas en dos grupos:
A) Plrpuras sulfurosas. )

Son anaerdbicas estrictas con un metabolismo predominantemente
fotoautotrdfico, basado en el uso de H,S como donador electrénico.



- Sus habitats tipicos son aguas ricas en sulfuro, el cual generalmente es
producido por la accion de bacterias reductoras de sulfato; géneros representativos de
este subgrupo son; Thiospirilium, Chromatium, Amoebobactery Thiocystis.

B) Purpuras no sulfurosas.

Poseen predominantemente un metabolismo fotoheterotrofico, son sensibles al H.S y la
mayoria son capaces de crecer en condiciones aerébicas en la oscuridad, debido a que
estas especies poseen una cadena de transporte de electrones aerdbica, algunas otras
pueden crecer, mediante la fermentacion de piruvato y azlicares, en condiciones de
anaerobiosis y oscuridad. Los géneros Rhodospirillum, Rhodopseudomonas,
Rhodobacter, Rhodomicrobium, etc, pertenecen a este subgrupo.

1.2.1, Bacterias purpuras no sulfurosas.
Debido a que en este trabajo se utilizdé una bacteria parpura no sulfurosa se
' describiran mas ampliamente sus caracteristicas:

Las bacterias purpura no sulfurosas se encuentran ampliamente distribuidas en
la naturaleza, los cuerpos de agua estaticos como: lodos, pantanos, canales y en las
orillas de los lagos eutréficos donde existe una rapida produccion y descomposicion de
materia orgénica proveen las condiciones éptimas para su desarrollo; sin embargo, no
han sido encontradas acumulaciones masivas observables a simple vista como las
descritas para las bacterias purpura sulfurosas.

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

cocos, ovoides, bacilos y espirilos; la mayoria presentan flagelos polares, poseen
“membranas internas las cuales presentan estructuras que pueden ser. lamelares,
jyesiculares o tubulares. Su reproduccién es por fision, a excepcion de los géneros
*: Rhodomicrobium y Rhodopseudomonas que se reproducen principalmente por
‘gemacion. A

La variedad de compuestos orgdnicos que pueden ser fotoasimilados por las
bacterias purpura no sulfurosas es amplia e incluye: acidos grasos y otros acidos
organicos, alcoholes primarios y secundarios, carbohidratos y compuestos aromaticos.




Nlnguna de Ias bacterlas purpuras no sulfurosas muere por exposicién al aire,
sin embargo algunos de estos organismos no pueden utilizar Oz como aceptor
S electrénlco ﬂnal y por tanto son incapaces de crecer aerébicamente en la oscuridad.

: Las especies capaces de llevar a cabo un metabolismo respiratorio pueden
crecer anaeréblcamente en la oscuridad, oxidando la misma variedad de compuestos
organicos que fotoasimilan anaerébicamente en la luz, a excepcién del benzoato, el
cual puede ser fotoasimilado anaer6bicamente, pero no puede ser utilizado como
sustrato respiratorio, ya que las enzimas que llevan a cabo su reduccion pertenecen a
una sola via y son extremadamente sensibles al oxigeno.

Algunas especies crecen tan rapido, utilizando un metabolismo puramente
respiratorio como llevando a cabo fotosintesis; sin embargo, el crecimiento aerébico
conlleva rapidamente a una pérdida casi completa del sistema de plgmentos
fotosintéticos. De hecho el O, es un potente represor de la sintesis de plgmentos a
presiones parciales relativamente bajas, incluso en presencia de luz. .

Como consecuencia, el desarrollo fotosintético de todas las bacterias purpurasv
tanto anaerobicas estrictas como anaerobicas 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 podrian estar funcionando conjuntamente.

La luz no es un requerimiento para la sintesis de pigmentos, como lo demuestra
el hecho de que las especies capaces de crecer fermentativamente mantienen un alto
contenido ' de pigmentos por varias generaclones de crecimiento heterotréfico en

* oscuridad.

Bajo condiciones anaerébicas en Ia luz, tanto la velocidad de crecimiento como

* la sintesis de bacterioclorofila estdn 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 gquimioautétrofos
aerdbicos utilizando H; como donador de electrones, algunas otras pueden llevar a
cabo denitrificacion utifizando como fuente energética una gran variedad de
compuestos organicos; bajo ciertas condiciones, la denitrificacion y la fijacion de



nitrdgeno pueden. proveer suficiente nitrégeno;’r'edyubidoj’pafa_‘ el crecimlento celular
actuando simultaneamente. o L

La mayoria de estas bacterias requieren vitaminas y su velocidad de crecimiento
es aumentada frecuentemente por la provisién de aminoacidos. En general varias
combinaciones de biotina, tiamina y niacina constituyen los tipicos requerimientos
vitaminicos de estas bacterias. '

1.2.2. Rhodopseudomonas palustris.

De acuerdo a la clasificacion de Woese (Woese 1987 y Woese et al. 1990); la
cual estd basada en la similitud de la secuencias de ARNs ribosomales,
Rhodopseudomonas palustris esta clasificada de la siguiente manera:

Dominio: Bacteria -

Phylum; bacterias Parpuras
Subdivisién: Alfa

Género: Rhodopseudomonas
Especie: palustris.

Fig. 1, Micrografia de Rhodopseudomonas palustris. Organelo polar (PO); membrana citoplasmica
(CM) ; pared celular CW y membranas internas del tipo tilacoidal (Th). La barra representa 0.2 um.

El color de los cultivos de R. palustris va de rojo a café rojizo y crecen a
temperatura de 30- 37°C a un pH éptimo de 6.9 (en un intervalo de 5.5 a 8.5); su
composicién 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




,0‘.6-0.9 um de ancho por 1.2-2.0 pm de largo y son méviles gracias a multiples flagelos
subpolares.

En su reproduccién por gemacion, 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 tamaiio de la
célula original. El final del tubo se hincha y ahi crece la célula hija, produciendo un
organismo en forma de cilindro con terminaciones ensanchadas y es entonces que se
lleva a cabo la division asimétrica.

Las células individuales jovenes son altamente moviles y en los cultivos viejos
es caracteristica la formacion de rosetas y agregados, en donde las células
individuales se encuentran adheridas a otras en sus polos flagelares.

La bacteria presenta membranas fotosintéticas lamelares por debajo y
paralelas a la membrana citoplasmica, las células presentan un espectro de absorcién

2 ..eon méxlmos a: 375,468,483,520-545,589,802 y 860-875 nm; los pigmentos

~fotoslntétlcos son: bacterioclorofila “a” (esterificada con fitol) y carotenoides de la serie
_ormal de las espiriloxantinas.

El-crecimiento fotoautotréfico es posible con Ha, sulfato y tiosulfato como
,;donadores de electrones en presencia de pequefias cantidades de extracto de
'Vle_vadu’ra,‘el crecimiento fotoheterotréfico utiliza como donadores de electrones entre
otros éubstratos acetato, glutamato, lactato y malato.

El crecimiento en la oscuridad se presenta en condiciones que van de
microaerébicas a aerdbicas, y fermentativamente con algunos substratos como
fumarato, malato, piruvato y glucosa. El sulfato puede usarse como fuente (inica de
azufre. Los factores de crecimiento requeridos son p-aminobenzoato y en algunas
cepas biotina. )

1.3. Hipétesis de la transduccién de energia.

El tema central de la bioenergética en los Ultimos treinta afios ha sido el
entender los mecanismos por los cuales la energia de la oxidacién de sustratos o la
proveniente de la absorcién de la luz se acopla a la sintesis de ATP.

Aungue la sintesis de ATP ocurre en sistemas enzimaticos solubles, la
produccion principal de ATP esta asociada a complejos enzimaticos ligados a ciertos



tipos de membranas llamadas “membranas transductoras de energia”, como la
membrana plasmatica de las células procariéticas, la membrana mitocondrial interna y
la membrana tilacoidal del cloroplasto (Nicholls, 1982).

Peter Mitchell propuso, en 1961, la hipotesis quimiosmotica para explicar el
acoplamiento entre la transferencia de electrones y la sintesis de ATP en las
membranas transductoras de energla. Esta hipdtesis utiliza conceptos de fisiologla de
membrana, de bioguimica tradicional y de reacciones vectoriales que dan lugar a la
transferencia de grupos quimicos a través de la membrana (Mitchell, 1961, 1967).
Mitchell postulé que el flujo de electrones sucede en una membrana cerrada que es
poco permeable a protones (H'). El arreglo de las moléculas que transfieren electrones
e hidrégeniones es alternado, de tal forma que a una molécula acarreadora de
electrones le sigue una que transporta hidrégeniones y asl sucesivamente. El
H'*(protén) necesario para formar hidrégeno con el electrén 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 asi un gradiente de H* formado por dos componentes:
uno quimico y otro eléctrico. La energla total del gradiente de H* es la suma de ambos
componentes y es la llamada fuerza protonmotrlz, Esta es la fuerza que se utiliza para
la sintesis de ATP mediante la accion de la H*-ATP sintetasa, que forma el ATP a
través de un flujo inverso de H* (Fig. 2).

Esta hipotesis explica el mecanismo de transduccién energética en bacterias,
mitocondrias y sistemas fotosintéticos como cloroplastos y bacterias fotosintéticas, Asi
mismo, se puede extender para explicar el transporte de iones en la membrana
plasmatica de las células eucaridticas.

Muchas investigaciones han mostrado que los postulados basicos de esta

- hipétesis son ciertos; sin embargo, algunos detalles siguen en controversia,
especialmente en lo que se refiere al mecanismo de sintesis de ATP por la H'-ATP
sintetasa (Boyer et. al., 1977).
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Fig. 2. Acoplamiento entre la fosforillacidn y el transporte de electrones. La teorla quimiosmatica
propone un bombeo de H* hacia un lado de la membrana por la cadena transportadora de electrones
durante la respiracién, creando un gradiente electroquimico de H’, el cual es utilizade por la

H'ATPsintetasa para sintetizar ATP.



A la fecha se conoce solamente un sistema alternativo a la ATP sintetasa en las
membranas transductoras de energla, éste sistema es la H'PPasa membranal y se
descubrié en los cromatéforos de las bacterias fotosintéticas. Esta enzima puede usar
el gradiente electroquimico de H' para sintetizar PPi (Baltscheffsky ef al, 1966). Su
actividad es reversible ya que al hidrolizar PPi genera un gradiente electroquimico y en
este sentido es semejante a la H* ATPasa.

La ATP sintetasa es una enzima compleja tanto en su estructura oligomérica (8
subunidades al menos), en su mecanismo cinético y en su regulacién (Senior, 1988,
Futal et al, 1989 y Boyer, 1997, para revisiones detalladas al respecto). En cambio, la
PPasa aparenta ser una enzima mas simple, tanto estructuralmente (1 solo polipéptido
que contiene el sitio catalitico y el canal de H*), como en los reactivos y productos que
intervienen en la reaccion que cataliza (Pi y PPi), por lo que el estudio de este sistema
es una opcidn para el estudio de la transduccion energética y de los mecanismos de
sintesis de uniones covalentes de alta energia.

1.4, Caracteristicas del Pirofosfato.
El PPi es el compuesto quimico mds simple que contiene una union
fosfoanhidrido

0] 0
| I
HO- P - O -P . 0O apH7.0
| |
0 0

Esta unién fosfoanhldrida es la forma quimica basica en la cual se transmite la energia
en las células. Para entender el significado biolégico del PPi es necesario conocer
algunos aspectos termodinamicos de su hidrdlisis, particularmente en las condiciones
de pH y fuerza idnica semejantes a la de las células. Debido a la alta afinidad del PPi
por cationes divalentes y a las concentraciones relativamente altas de Mg?* en el
citoplasma, el PPi probablemente se encuentra presente en las células formando un
complejo 1:1 con el Mg?* (Lahti, 1983),
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La energla libre de la hidrélisis (AG®) del PPi es cercana a la del enlace gama
del fosfato de! ATP, sin embargo en presencia de Mg®, el AG® para el PPi se vuelve
menos negativo, debido a que el producto de su hidrélisis (2Pi) no forma complejo
fuertemente con el Mg?*, a diferencia del ATP en donde el producto (ADP) si se une
fuertemente al Mg®* (Sillén y Martell, 1971). Flodgaard y Fleron (1974) obtuvieron
valores muy precisos de AG® para la hidrolisis del PPi a pH 7.4 y 25 °C, En presencla
de Mg?*, el AG® = -4 Kcal mol” pero en ausencia de Mg?* el AG® = -5.7 Kcal mol'.

Teniendo en cuenta sus propledades termodinamicas, no hay razén para excluir
al PPi como una posible fuente de energla para las células.

1,41, El Papel del PPi en el metabolismo celular.
* En general se consideraba un dogma bioquimico que el PP} producido en
-'muchas reacciones biosintéticas (sintesis de polisacaridos, protelnas, acidos nucleicos,
i ﬁrea, lipidos) era un producto secundario que debla ser hidrolizado inmediatamente por
la PPasa localizada en el citoplasma de las células, para hacer a estas reacciones
biosintéticas energéticamente favorables (Kornberg, 1957); de esta forma la energia del
enlace anhidro del PPi nunca seria utilizada.
En 1962, se inicid un nuevo capitulo en la historia del papel del PPi, con el
hallazgo de Sui y Wood, que descubrieron que la enzima carboxitransfosforilasa - utiliza
- PPl en |a bacteria Propionibacterium shermanii y cataliza la reaccién:
. Fosfoenolpiruvato + Pi + CO; = Oxaloacetato + PPi S
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 catallza la
siguiente reaccion tanto, en microorganismos como en plantas:
Fosfoenolpiruvato + AMP + PPi 2  Piruvato + ATP + Pi
Posteriormente se han identificado mas reacciones enzimaticas en las que el PP
sustituye al ATP o que son dependientes de PPi. En fa Tabla 1 se muestran estas
reacciones, asi como los organismos en los que se han detectado, algunas de ellas son
responsables de la fosforilacién de intermediarios esenciales de la glucolisis y
gluconeogénesis (Baltscheffsky y Nyrén, 1984), Asi mismo se encontrd, que la glucosa-



6 fosfatasa del higado es capaz de llevar a cabo la sintesis de glucosa 6-fosfato en una
reaccién dependiente de PPi (Lawson y Veech, 1979). También se descubrié que
estas enzimas dependientes de PPi estdn 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 energla del PPi estén mas
extendidas de lo que se ha mostrado en la 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 concentracién de PPi celular, no concuerda con
la evidencia experimental. Esto resulté ser méas claro cuando se pudo cuantificar la
cantidad de PPi en las células.

La concentracion de PPi en diferentes células (entre ellas de microorganismos,
de animales y de plantas) se encuentra entre 0.1 y 2 mM (Baltscheffsky y Nyrén, 1984),
Un caso sobresaliente es el de la arquecbacteria Methanobacterium
thermoautotrophicum que contiene una concentracion de PPi que va de 2.5 a 40 mM
en diferentes condiciones de cuitivo (Ke'ltjens'et al, 1988). Como se puede observar, la
concentracién 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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Tabla1. Reacciones en las que el PP| se Utiliza como Donador de Energia

REACCION

1 PPi + oxaloacetato <> P-enolpiruvato + Pi+ CO,
ATP + oxaloacetato <» P-enolpiruvato + ADP + CO,
2 PPl + AMP + P-enolplruvato > piruvato + ATP +Pi

ADP + P-enolplruvato © piruvato + ATP '

(Cohtinaa en la siguiente pagina)

ENZIMA

carboxitransfosforilasa

P-enolpiruvato carboxicinasa

: p!ruvato fosfato dlclnasa

‘ plruvato clnasa

" PRI fosfofructoclnasa

Z'ATP fosfofructoclnasa o

o PPI acetllclnasa

‘~ATP acetilcmasa

PPN serna cinasa o
]ATP sulfurllasa :

acetato PPI fosfotransferasa

. ;'acetato cinasa

T acetil- CoA slntetasa

glucosa 6-fosfatasa
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Continuacién de la Tabla 1

Organismos en que se presenta No, de la reaccidn Referencla
la reaccién bibliografica
Propionibacterium shermanii 1-3,5,7 a,bk,p,0,n
Entamoeba histolytica 1-4 a,b,p
Pseudomonas marina 3 c
Alealigenes 3 c
Bacteroides fragilis 3 d
Rhodospirillum rubrum 32 ey

Hojas de pifia 3 f

Caila de azticar 2 4
Bacteroides symbiosus 2 h
deetobacter xylimm 2 i
Desulforomaculum 6 I,m
Organismos que tienen como productos

metabolicos [inales acetato, propionato

y butirato 7 n

Higado 8 q

‘Referencias de la Tabla 1
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d) Macy, J.M,, Ljungdahl, L.G. y Gottschalk, G. (1978) J. Bacteriol. 134: 84-91.
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El hecho més sobresaliente en la historia del papel del PPi como donador de
energla se estableci6 cuando H. Baltscheffsky y von Stedingk (1966) detectaron la
sintesis del PPi dependiente de luz por una PPasa membranal en la bacteria
fotosintética purpura no sulfurosa Rhodospirillum rubrum. La sintesis de PPi acoplada a
la cadena respiratoria también se describlé en mitocondrias de levadura, de animales y
de plantas (Mansurova ef al, 1975 b) y el acoplamiento a la cadena de transporte
fotosintético fue encontrado en cloroplastos de plantas (Rubtsov et al, 1976).

Otro descubrimiento importante fue la identificacion del transporte de PPi a
través de la membrana interna mitocondrial en intercambio por ADP via el translocador
de nucledtidos de adenina (Kramer, 1985), asi como la generacidn de un potencial
electroquimico a expensas de la energla liberada por la hidréliéis de PPi, a través de
las membranas de bacterias fotosintéticas (Moyle et al, 1972), de la membrana lnterna
de la mitocondria y de las membranas de plantas (Rea y Poole, 1985; Wangrét','_a'/, :
1986). o

Estas evidencias acumuladas muestran que el PPino es solamente un pfqdubto
secundario de las reacciones de pirofosforélisis, sino que es un compuesto energético '
que juega un papel importante en los organismos. [

1.4.2, Utilizacidn del PPI.

Tomando en consideracion lo anterior, podemos decir que el PPi producido por
la célula puede seguir los siguientes caminos:

a) Ser hidrolizado por la PPasa citoplasmica o soluble, donde la energia liberada
de la hidrolisis del enlace anhidro se pierde como calor.

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



c)” 'Se ha propuesto que puede ser utilizado directa (mediante Ia formacion de
granulos de PPI) o indirectamente (como precursor de la sintesis del polifosfato) como
fuente de reserva de energla en R. rubrum (Nyrén y Strid, 1991).

d) Puede ser utilizado directamente como fuente de energla en reacciones
metabélicas o sustituir al ATP como donador de energia (Tabla 1).

1.4.3. EI PPi y la PPasa de membrana en la evolucidn de los sistemas transductores
de energia,

Desde hace tiempo, varios autores consideran que el PPi podria ser el compuesto
donador de energla mas antiguo tanto para los sistemas prebioticos como para las
primeras formas de vida (Miller y Parris, 1964; Lipmann, 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
bloene,rgéflcas primigenias. Esta suposicién debe considerarse ahora seriamente a la luz
de Ia"évid'e‘ncia experimental actual, donde encontramos sintesis de PPi y utilizacién del
PPi coinb fuente de energia en diferentes sistemas vivos.

Por otra parte, también se ha planteado el posible papel de la PPasa de membrana
en la evolucion del mecanismo de acoplamiento de la Oxido-reduccion y la fosforilacion. 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 energla separadas (Fig. 3a). Posteriormente, gracias al funcionamiento en reversa de
la fosfatasa, se did un acoplamiento entre las dos entidades que funcionaban
autdnomamente, lo que condujo al primer almacén de energia con la configuracion del
PPi. Esta hipotesis postula que el primer transporte de H* a través de la membrana
estuvo representado por la PPasa que contenia un canal especifico para el paso de H*.
Durante fa evolucién, surgid la H*-ATP sintetasa, esto cre6 una situacion en la que
coexistieron las dos enzimas (Fig. 3b) (como es el caso de R. rubrum actualmente) pero
con el tiempo, se perdié la PPasa (Fig. 3c) (tal es el caso de otros sistemas actuales,
como Rhodobacter sphaeroides que solo tiene H*-ATP sintetasa). Esta hipétesis parece
légica; sin embargo, se necesita un estudio mas profundo de estas dos enzimas para
probarla y poder asf ubicar evolutivamente a la PPasa de membrana.
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Fig. 3 Posible mecanismo evolutivo del acoplamiento de energia en membranas transductoras, a)
Situacién hipotética en la que solo la PPasa existla. b) Situacion intermedia en la que coexisten la PPasa

y la H'ATPasa en.la_membrana. c) Situacién en la que sélo 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
mecanistico, es sl Ia traslocacion de H' de la PPasa utiliza el mismo canal de H* en la
membrana del cromatéforo o uno méas 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 numero de experimentos que involucran
diversos aspectos del PPi en la bioenergética. 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 mas completo entendimiento de como las células utilizan
y transforman la energla.

1.5. Las pirofosfatasas.
La PPasa (E.C. 3.1.1.1) es una enzima que cataliza la hidrélisis y la sintesis de
PPi, de acuerdo con la siguiente reaccién:

PPasa

_—
PPi ———" 2P

Las PPasas pueden ser divididas en dos clases. cltop|ésmlcas y membranales.
1,51, Pirofosfatasas citoplasmicas. :

La PPasa citoplasmica 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 las reacciones biosintéticas en el sentido termodindmicamente favorable
(Kérnberg, 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 colf (Chen et al. 1990) asi como en la funcién de las mitocondrias de
levadura (Zancani, M et a/ 1985). '

El Unico organismo que se ha reportado que carece de PPasa citoplasmica es
Entamoeba histolytica (McLaughIin y Aley, 1985), debido a que es capaz de utilizar el
PPi_como donador de energia péfa llevar a cabo reacciones endergdnicas. En el
metabolismo aerdbico de E. histolytica el PPi se produce durante la formacién de
oxaloacetato a partir de fosfoenol-piruvato, catalizada por la carboxitransfosforilasa. De
las tres moles de PPi que se producen en esta reaccidn dos son utilizadas por la PPi-
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: 'fosfofructoclnasa ¥y una por la piruvato-fosfato-dicinasa, mientras que en el metabolismo
‘anaerébico existen varias vias que proveen de PPi a estas enzimas.
! Cabe destacar que existen otros organismos (la mayoria bacterias) capaces de
' .jut"lzar el PPl como donador de energia, sin embargo, estos organismos si tienen
- PPasa citoplasmica, lo que indica que la contribucién de las enzimas que utilizan PPi
no es suficiente para mantener a este compuesto dentro de las concentraciones
optimas para las células. ,
Recientemente (Young et al 1998) se propuso una nueva clasifi caclén para Ias =
PPasas citoplasmicas que las divide en 3 clases. T 5
Clase A: Pertenecen a esta clase las PPasas de procarlotes. cuyas
subunidades tienen un tamafo - de: 164-184 amlnoéc[dos con un -PM de
aproximadamente 20 kDa, son tetrémeros o hexdmeros , y poseen actividades
especificas de alrededor de 1,000 umol de PPi hidrolizado por min por mg de proteina,
Clase B: Estas PPasas pertenecen a eucariotes, son mas grandes que las de
clase A, con subunidades de 285 aminoacidos y pesos moleculares de el orden de 32
kDa, generalmente son homodimeros, con excepcién de las PPasas mitocondriales las
cuales son heterotetrameros a,f; que presentan asociacién con la membrana. Algunas
de estas PPasas como la de Saccharomyces cerevisiae tienen actividades especificas

que se aproximan a las 1,000 uymol de PPi hidrolizado min -

mg de proteina ~
mientras que las actividades de otras PPasas clase B son marcadamente més ba]as
que las de las enzimas de clase A. : : :

La clase B de PPasas parece ser [a mas variable ya que incluye PPasas
pequefias como la de Arabidopsis thaliana y la de la papa con un peso molecular
cercano al de las enzimas clase A, pero sus secuencias presentan homologia con las
PPasas de eucariotes, lo que las coloca claramente dentro de la clase B.

Clase C: La primera enzima que se identificé dentro de esta clase fue la de
Bacillus subtilis, posteriormente, mediante la comparacién de secuencias se encontré
que marcos de lectura abiertos en Methanococcus jannaschii, Archaeoglobus 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 comprobé biogquimicamente que
codificaba para una PPasa clase C. A nivel de secuencia estas proteinas
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précticamente no presentan similitud alguna con las de las clases Ay B, ademas
difieren de estas en su tamafio siendo ligeramente maydres que las de clase B
(aproximadamente 310 aminodcidos con un PM de 34 Kda). Las enzimas de las clases
Ay 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 proteccion de iones Co?* o Mn #*), 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 umol de PPi
hidrolizado min ! mg"' de proteina).

1.5.2, Pirofosfatas membranales.

Ademas de las PPasas citoplasmicas, existe otro tipo de PPasas que no estan
distribuidas tan generalizadamente como las anteriores y que son proteinas integrales
de membrana. Estas enzimas estan presentes en las membranas citoplasmicas de
algunas bacterias fotosintéticas como Rhodospirillum rubrum, Rhodopseudomonas
palustris y Rhodopseudomonas viridis (Nore et al, 1990), y en la membrana de las
vacuolas de las células de planta (tonoplastos) (Maeshima, 2000). Las PPasas
membranales usan la energia de la hidrélisis del enlace de alta energia del PPi para
translocar H* a través de la membrana en que estan situadas (por lo que han sido
denominadas H*'PPasas).. El gradiente electroquimico de H* formado se utiliza para
acidificar el interior de las_vacuolas y ofras funclones como el trasporte activo de
solutos. ’

Las PPasas coexisten con las H*ATPasas en el caso de bacterias y con las V
ATPasas en el caso de la vacuola colaborando o compitiendo con el gradiente
electroquimico de H*,

La estructura detallada de las PPasas asociadas 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 polipeptidica de entre 70-80
kDa, las cuales se cree que en plantas existen como homodimeros (Maeshima, 2000)
que hidrolizan al complejo Mg-PPi y que requieren de Mg?* libre como cofactor y
activador (Celis y Romero, 1987 y Maeshima, 2000).
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El K* es un cofactor esencial de las H*PPasas vacuolares, que estimula la
actividad hidrolitica mas de tres veces, con una constante de asoclacién de 1.27 mM,
esta activacion tiene la caracteristica de verse inhibida por el amortiguador Tris a
concentraciones mayores de 25 mM.

A pesar de que el K* es esencial para las H'PPasas vacuolares esta
dependencia no se ha encontrado en ninguna de las H'PPasas de bacterias y algas
estudiadas, por lo que se ha dividido a las H'PPasas en dependientes e
independientes de K*. :

En cuanto a su estructura ptlmarla. se tlens 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 citopldsmicas, a excépcién de una pequefia reéién del sitio catalitico .
(Maeshima, 2000). )

El primer ¢cDNA _de una H* PPasa en ser clonado fue el de Arabldopsls tal/ana,
utilizando una biblioteca de expresidn con anticuerpos dirigidos contra la H’ PPasa de
Vigna radiata. (Sarafian et al, 1992). Hasta la fecha se han obtenido los cDNAs de una
gran variedad de H'PPasas de plantas terrestres como: betabel, tabaco, arroz,
centeno, calabaza, etc.

Se ha reportado que las H'PPasas de plantas consisten de 761 a 771
aminodcidos, con un punto isoeléctrico de 5, sus PM calculados van de 79.8 kDa a 80.8
kDa, su secuencia de aminodacidos se encuentra altamente conservada dentro de las
plantas terrestres, (86% a 91% de identidad) , la regién menos conservada son los
primeros 60 residuos es la parte amino terminal.

Recientemente las estructuras primarias de las H'PPasas de la bacteria
Rhodosplrillum rubrum (Baltscheffsky, ef al 1998), y de las algas Acetabularia
acetabulumy Chara corallina (Maeshima, 2000) han sido reportadas, la identidad de la
secuencia. de aminoacidos entre las enzimas de estos tres organismos
filogenéticamente 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. acetabulum, la cual es 47% idéntica con respecto a las
'vacuolares‘ la comparacién de las H*PPasas de vacuola y la de C. coralina resulta en
una alta similitud de alrededor de 71%.
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De la comparacién 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 (Maeshima, 2000).

El primer segmento de los cuales (SC1) incluye el dominio catalitico para la
hidrélisis del sustrato, el cual se sabe se encuentra expuesto al citosol, ha sido
propuesto que la secuencia (E/D)(X)7KXE constituye el sitio catalitico de las PPasas,
incluyendo las solubles y las H'PPasas, la secuencia DVGADLVGKVE de las
H*PPasas corresponde a esta configuracion,

Se piensa que también el segundo segmento conservado (SC2) se localiza en
el asa hidrofilica, sin embargo a diferencia de las evidencias que sugieren que el
segmento SC1 forma’ parte de una asa citopldsmica, la localizacién del segmento SC2
dentro de una de estas estructuras no ha sido determinada atn.

El tercer segmento (SC3) localizado en la parte carboxilo terminal contiene una
docena de residuos cargados; experimentos preeliminares muestran que el remplazo
de tres acidos glutamicos por glutamina en el segmento SC3 de la H'PPasa de V.
radiata provoca la pérdida de la actividad enzimatica (Maeshima, 2000); se piensa que
este segmento puede estar expuesto al citosol y que juega un papel critico en la
funcion catallitica junto con SC1y SC2.

Tomando en cuenta sus caracteristicas, la H'PPasas son un modelo para el
estudio del mecanismo de acoplamiento entre la hidrdlisis de un enlace de alta energia
y la translocacion 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,
1895) de plantas, en la mitocondria de levadura (Lundin, 1991), asi como en las
bacterias Sulfolobus acidocaldarius (Meyer y Schafer, 1992), Syntrophus gentianae
(Schécke y Schink, 1998), Pyrobaculum aerophilum (Drozdowicz et al, 1999) y
Thermotoga maritima (NCBI). Sin embargo, en algunos casos solo se cuenta con la
secuencia de nucledtidos, mientras que en otros las PPasas carecen de actividad
translocadora de H*. Esto nos indica la posibilidad de una distribucién mas amplia de
las PPasas membranales en Ia naturaleza.
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1,5,3, La H'PPasa membranal de Rhodospirillum rubrum.

La primera PPasa de membrana que se reportd fue la de la bacteria
fotosintética R. rubrum (Baltscheffsky y von Stedingk, 1966) y es la Unica enzima
bacteriana de este tipo que ha sido estudiada ampliamente.

1.5.3.1 Caracteristicas Bioquimicas,

Esta enzima puede llevar a cabo las siguientes reacciones parclales: a) Sintesis de
PRI, b) Hidrolisis de PPi, c) Intercambio Pi-PPi y d) Recambio Pi-Hz0, las cuales han
permitido conocer mas acerca del mecanismo de reaccién de la enzima,

a) Sintesis de PPi '

En los cromatéforos (vesiculas de membrana con polaridad invertida respecto al
organismo) de la bacteria R. rubrum , se lleva a cabo la formacién de PPi. Esta sintesis
‘se efectlia utilizando la energia del gradiente electroquimico de H* generado por el
transporte de electrones fotosintético (Baltscheffsky y von Stedingk, 1966) (Fig.4). La
reaccién tiene un pH dptimo de 7.5 y requiere iones Mg®* (Guillory y Fisher, 1972). La
sintesis de PPi es inhibida por antimicina (inhibidor del transporte de electrones) y
desacoplantes (disipadores del gradiente electroquimico), pero no por oligomicina
(inhibidor de la ATPasa), que por el contrario, la estimula (Baltscheffsky y von Stedingk,
1966).

Guillory y Fisher (1972) encontraron que el patrén de saturacion de luz para la
sintesis del PPj es diferente al de la formacion de ATP por la ATP sintetasa, que
coexiste con la PPasa en la membrana de los cromatéforos. Estos autores demostraron
ademas que la formacién de PPi se satura a menor intensidad luminosa que la
requerida para la sihtesis de ATP. Hay que tener en cuenta que R. rubrum crece en
condiclones naturales a bajas intensidades luminosas, lo que sugiere que esta via
alterha, que sintetiza PPi, tiene un significado fisiolégico importante.

Se puede inducir la sintesis de PPi por gradientes artificiales de pH o eléctricos
(Strid et al, 1987). A diferencia de lo que sucede con la sintesis de ATP inducida por
este tipo de gradientes, la sintesis de PPi no necesita un umbral de potencial de
membrana para llevarse a cabo; esto sugiere que requiere una fuerza protonmotriz
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menor que la necesarla para la sintesis de’ATP, reflejando_un_menor AG® de la
reaccién, o blen, que la PPasa requiere un menor nimero de H* que la H'-ATP

Fig. 4. Esquema de la transduccion energética en la bacteria fotosintética Rhodospirillum
rubrum. Se muestra a fa PPasa, al centro de reacci6n fotoquimico (CR), a la cadena de transporte de
electrones y a la ATPasa en la membrana del cromatéforo. QH,: ublquinol, bse ¥ bses: Citocromos b, Fe-
S: Proteina hierro azufre de Rieske, ¢, y c;: citocromos c, Fy y Fg: parte hidrofilica e hidrofobica de la
ATPasa.
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' sintetasa (Strid ef al, 1987), Otra posibilidad para explicar este dato serfa que, a
diferencia de la H'-ATP sintetasa, la PPasa carece de un inhibidor natural
(Schwerzmann y Pedersen, 1986).

Estudios comparativos de la H'-ATP sintetasa con la PPasa (Nyrén et al, 1986),
reportan que a bajas intensidades de luz (10 W/m?), la velocidad de sintesis de PPi es
el doble que la del ATP y que ambas actividades compiten por el gradiente de H°*,

La sintesis de PPi y la de ATP ulilizan 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 hidrélisis de cualquiera de los dos
compuestos. El resultado de esta reaccién es una reducciéh de citocromo by la
oxidacién de citocromo c; (Baltscheffsky, 1968).

b) Hidrélisis de PPi

Esta reaccion se ileva a cabo fundamentalmente en condiciones de oscuridad y la
enzima requiere iones Mg2* no sélo para formar el complejo Mg-PPI, que es el sustrato
de la enzima, sino también como activador (Randahl, 1979; Celis et a/, 1985). La
actividad hidrolitica esta parcialmente reprimida en la luz, ain en condiciones en las
que no hay sintesis de PPi (Nishikawa et al, 1973). La actividad hidrolitica también es
inhibida por Pi, NaF, por los analogos de PPi: IDP y MDP, asi como por butanol. En R.
rubrum la actividad de hidrélisis de la PPasa es considerablemente mas alta que la de
la H*-ATP sintetasa y sdlo se igualan cuando ambas actividades se estimulan por
desacoplantes (Baltscheffsky, 1969). El pH optimo para la reaccion de hidrélisis es de
6.5 (Celis y Romero, 1987).

La PPasa transloca H' a través de la membrana en una reaccién acoplada a la
hidrélisis de PPi, dejando el interior del cromatéforo cargado positivamente con respecto
al exterior, de manera semejante a como lo hace la H*-ATP sintetasa. La estequiometria
H'/PPi reportada para la hidrélisis de PPi es de 2 (Sosa y Celis, 1995).

Asociadas a la hidrolisis de PPi y a la correspondiente formacion de gradiente de H*,
se han descrito varias reacciones dependientes de energla que incluyen: la
transhidrogenacion (Keister y Yike, 1967a), la reduccion de los citocromos b y ¢
(Baltscheffsky, 1967), la reduccion de NAD' ligada a succinato (Keister y Yike, 1967b), el
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bombea de H+ (Moyle ot al, 1972), y la formaclén de ATP dingida por PPi (Keister.y
Minton, 1971) (Flg 5) i :

o Lcufnbio alactroquimico del caro J :
A
redgcciﬁn dé NAD ’ l raduccién de citocromos by ;]

|Grnd1ente electroquimico de H

// \\

- [transhidrogenasa

Fig. 5 Reacci dependientes o asociadas al gradiente electroquimico de H *

¢) Intercambio Pi-PPi .

Keister y Minton (1971), encontraron que Ios cromatéforos de R. rubrum catalizan el
intercambio Pi-PPi en la oscurldad La® reacclbn es_ inhibida por desacoplantes, el
antibiético S-13, el MDP y el NaF, 1enlendo un pH optimo de 8.0, Esta reacciéon se
estimula por oligomicina y se inhibe por adicién de ADP. El intercambio requiere iones
Mg* para formar el sustrato Mg-Pi y también Mg® libre para expresar la maxima
actividad. Se requiere aproximadamente de un 75% de PPi hidrolizado para alcanzar el
recambio maximo. (Celis ef &/, 1985).

Celis y Romero (1987), encontraron que otros cationes divalentes como el Mn?* y el
Co* pueden mantener ia reaccidn de intercambio sustituyendo al Mg®*, pero con una
eficiencia del 50%. Por otro lado, cationes libres como el Zn** y el Fe** ejercen un efecto
inhibitorio sobre la reaccion.

d) Intercambio Pi-H,0
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Los cromatdforos de R, _rubrilm catalizan uh répldo’recamblo del oxfgeno del PPi por
el oxigeno del agua. Esta reaccién es inhibida por inhibidores de la PPasa de membrana
como el NaF y el MDP (Harvey .y Keister 1981). Se requiere de MgCl> en una relacion
Mg?'/Pi de 0.8 para alcanzar las velocidades 6ptimas.

Harvey y Kelster (1981).' utilizando Vinhlbldores especificos, encontraron que esta
actividad de intercambio se debe exclusivamente a la PPasa membranal, a pesar de que
la ATP sintetasa tiene el potencial suficiente para llevarla a cabo.

El desacoplante CCCP no presenta un gran efecto sobre la reaccion, por lo que
podria sugerirse que el intercambio Pi-H20 no depende de un gradiente de protones. Esto
podria estar apoyado por el hecho de que la luz no estimula el recambio.

Regulacién de la enzima membranal por cationes divalentes

Como todas las PPasas, citoplasmicas y membranales, la PPasa de membrana de
R. rubrum requiere Mg?* para que se formen sus sustratos, Mg-PPi para la hidrélisis o Mg-
Pi para la sintesis (Lahti, 1983). Sin embargo el Mg?* libre ejerce también un papel
regulatorio sobre las propiedades cataliticas de la enzima.

Randahl (1979) reportd que el Mg?* libre puede actuar como activador en la hidrolisis
de PPi y que este cation puede unirse a la PPasa y protegerla contra la inhibicion
causada por agentes como NEM y Nbf-Cl.

Otros cationes divalentes libres también pueden 'lnduclr cambios en las propiedades
cinéticas de la enzima . Por ejemplo, el an’,a pH 5.25 puede formar el complejo Zn-PPi
{tan buen sustrato como el Mg-PPi) y cuando esta en forma libre inhibe la hidrdlisis y el
intercambio PI-PPI (Celis y Romero, 1987; Romero y Celis 1995).

Ordaz et al, (1992), encontraron que la presencia de Mg?* y Zn?*, no sélo protege a la
».enzima de su desnaturalizacién a 70°C, sino que ademas la activan. Al ser solubilizada la

i enzlma se sigue observando este efecto protector hasta temperaturas de 65°C. Los datos
 , anterlores sugieren la existencia de un sitio regulador en la enzima para estos cationes

7 divalentes.

Mediante estudios cinéticos se ha encontrado que el Mg? libre es un activador
esencial y ordenado de la actividad hidrolitica de la PPasa de membrana (Sosa et al,
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1992), donde primero debe entrar el Mg** a la enzlma para después incorporarse el
sustrato Mg-PPi? y asi poder hidrolizarse:
Mg®* + E > E-Mg + Mg-PP# — Mg-PPI-E-Mg - Hldréllsls

Mediante estudios de modificaciones quimicas se ha determinado que el sitio para
Mg?* libre esta dentro o muy cercano al sitio activo (Romero y Celis, 1992).

Canal de H' de la PPasa Membranal

El hecho de que la PPasa transporte H* acoplada al gradiente electroquimico de H*,
indica que contiene un canal de H'. Las caracteristicas de este canal han sido muy poco
estudiadas y no se sabe practicamente nada acerca del camino de los H*.

En R. rubrum el DCCD inhibe a la PPasa (Nyrén ef al, 1991) y en analogla con su
efecto en la ATP sintetasa (Sebald y Wachter, 1978), su sitio de inhibicién debe ser algtin
carboxilo de su regién hidrofébica bombeadora de H*. Asl mismo, el trifenilestario es un
compuesto lipofilico que se ha descrito inhibe a la H'PPasa en algtin componente en la
membrana (Celis ef al, 1998)

En la actualidad han sido identificados varios residuos en las H'PPasas de plantas
que estan implicados con el bombeo de H* y en la inhibicion de la actividad. Zhen ef al,
(1997) encontraron que la substitucion de los residuos Glu-305 y Asp-504 de la enzima de
A. thaliana, los cuales se localizan del lado citoplasmico dentro de dominios
transmembranales, provocan la pérdida de la actividad y del bombeo de H*, lo que los
llevod a concluir que pueden particip_akr_directa'[ﬁenie‘en la unién del DCCD y que son
esenciales para la catélisis. Asimismo ’|a Suétituélén del E-427 por Q provoca la
Insensibilidad de fa H'PPasa al DCCD reduce la translocacién de H* y disminuye la
actividad de hidrélisis de PPi aI 50%. Cabe destacar que se E-427 se localiza en el
segmento conservado CSZ: en’ todas Ias H'PPasas conocidas incluyendo la de A.
acetabulumy lade R. rubrurm. :

Podemos conciulr que el canal de H’ de la PPasa presentara semejanzas con el de la

ATP sintetasa, cuando menos funclonalmente
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1.6,3.2. Caracteristicas moleculares. )

Recientemente fue obtenida la secuencia de la H'PPasa de R. rubrum,
(Baltscheffsky, et al, 1998) la cual se encuentra codificada en un marco de lectura
abierto de 1,980 pb. La secuencia presenta dos posibles regiones de unién al
ribosoma (secuencias Shine-Dalgarno), asi como dos posibles codones de inicio, ATG
y GTG, separados por 120 pares de bases. Uno de ellos predice una proteina de 660
aminoacidos, con Una masa molecular calculada de 67453 daltones, mientras que el
otro predice una proteina de 702 aminoacidos con una masa molecular de 71609
daltones. El coddn de término es TTA y rio abajo de éste se encuentra un terminador
transcripcional p-independiente el cual consiste en una region invertida repetida, rica
en G+C, seguida por una secuencia rica en A+T. '

Como es de esperarse esta proteina de membrana es altamente hidrofébica y de
acuerdo a modelos computacionales, presenta 15 cruces transmembranales, que
involucran al 48% de la protelna. Presenta una alta identidad (alrededor de 80%) con
las H*PPasas de plantas, en ias regiones reconocidas como segmentos conservados
| (SC), aunque su identidad total es solo del orden de 37%.

V Considerando lo anterior es necesario ampliar el nimero de H'PPasas
; bacteriaﬁas;céracterizadas. sobre todo tomando en cuenta que solamente la de R.
"Jrub'rum se ha estudiado a detalle y con el estudio de una sola enzima es imposible

d,ete'r'm'lna'r las caracteristicas generales de las H'PPasas bacterianas, como pueden

"sér: la actividad de sintesis, el requerimiento de cofactores, el perfil de pH, etc. La
determinacién de un mayor niimero de secuenclas ayudaria a realizar una comparacion
menos sesgada, ya que hasta la fecha las estructuras primarias de H'PPasas
conocidas corresponden en su gran mayoria a eucariontes (plantas superiores y algas),
por ello la caracterizacion bioguimica y molecular de mas H'PPasas bacterianas como
la que se pretende realizar en este trabajo con la enzima de R. palustris es importante.
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2, OBJETIVOS,

Los objetivos de esta tesls fueron en primer lugar la caracterizacién bioguimica
de la pirofosfatasa membranal de la bacterla fotosintética Rhodopseudomonas palustris
y en segundo lugar la clonacién y caracterizacion del gen correspondiente.
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3 . MATERIALES Y METODOS.

3.1, Cultivo de bacterias.
En todos los experimentos se utilizo la cepa silvestre de la bacteria fotosintética
Rhodopseudomonas palustris (ATCC 17001).

3.1.1, Medios de Cultivo, ; )

Para el crecimiento de esta bacteria se prepararon-dos clases de medio dé‘
cultivo: : '
A) liguido y B) sélido.

A) Medio liquido : '

: Se prepar6 el medio liquido por el procedimiento reportado por Cohen-Bazire et
al, (1957) el cual es una modificacion del propuesto por Hutner (1950).

Para la preparacién de este medio se partio de Ias siguientes soluciones madre:
a) Base concentrada:

N(CHz2COOH)gmmremmreemmemmeme 52 mM
[ VIPTo Wiy {2 o N———— ¥ Y
(O Yol 2 NO—

(NH4)sM07024.4H,0
FeS04 7Hz0nwmmmserere
* Metales '44'--

siguiente:
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 las soluclones anteriores:

a) Base concentrada 250 mi

b) KHzPO, 250 ml
c) Acido succinico 250 ‘ml

d) (NH4)2804 62.5ml -
e) NaCl 126°'ml

f) Actdo L-glutémico 25 ml -

g) Acido L-aspértlco 25 ml ;
ademés de; :

Extracto de carne 12 5 g o

Acido nicotlnlco = 12 5 mg
Tlamina =~ " 625 mg
Biotina . .. v0.125mg

Concentracion final a la que

queda en el medio:

20.0 mM
16.9 mM
3.7 mM
85 mM
1.35mM -

.03 mM

| 0.125%
10 pM

1.5 M
0.04 uM

Se ajustd el pH a ,6.‘8: El medio se esferilizé por 45 min a 120°C y 15 atm de

color semejante al del extracto de levadura.

presion, en frascos del vplumén que se requiere. En el medio caliente se formé un
precipitado que se disuelve a la temperatura ambiente. El medio es transparente, de
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B) Medio sélido:
Agar bacteriolégico (Bioxon de México) 2%
en el medio liquido descrito anteriormente ' )

El medio se esterilizé en la autoclave por 15 min a 120°C y-15 atm de presién, se
vacié en cajas de Petri o en frascos con tapa de rosca de 15 a 20 ml de capacidad, que
contienen aproximadamente 10 m! de medio, para la conservacion de las bacterias.

3.1.2, Siembra de bacterias fotosintéticas,

Las bacterias se sembraron en placa por el método de dilucién para obtener
colonias unicas. De ahi se tomé una de ellas y se sembrd por puncién en los frascos
con medio sdlido. Se incubaron en la oscuridad por 12 h ‘para permitir que el
crecimiento aerdbico de estos microorganismos eliminara parcialmente el 0z 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 colonla en la puncion, estos cultivos pueden mantenerse
asi por largo tiempo (entre 6 y 12 meses) como reserva, o bien, utilizarse para cultivos
posteriores. k

Para obtener grandes cantidades de bacterias se cultivaron en medio lfquido de -

la siguiente manera: a los frascos que contenian las bacterias en el medio sélido, se les' -

agregé el medio liquido y se agitaron. Se dejaron toda la noche en:la oéqdridad ya
continuacién se colocaron a la luz de los focos con filamento de mngsteno\dek40,W a’
30 cm de distancia. Después de 4 a 6 dias se obtuvo crecimiento de las bacterias en el
medio liquido. Este medio se transfirié a frascos de 100 ml de capacidad, a los cuales
se les agregd medio fresco hasta colmar su capacidad. Se repiti6 el proceso
oscuridad-luz y se dej6 crecer a las bacterias hasta la fase logaritmica tardla. El inéculo
bacteriano, asi obtenido, se trasladé a frascos de 1 |y de 9 | sucesivamente, siguiendo
los pasos descritos con anterioridad. Los frascos se cerraron con tapones de hule
herméticos y se dejé el minimo de aire entre el tapén y el medio de cultivo, para evitar
al maximo la presencia de 0, ya que el crecimiento fotosintético de estos
microorganismos se realiza en condiciones de anaerobiosis. Esta es la razén por la
cual, previo al crecimientq en la luz, siempre se dej6 crecer a los cultivos en la
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oscuridad por 12 h, aprovechando que la bacterla, por sus procesos metabélicos
oxidativos, elimina el 0, que est4 presente en el medio. Los cultivos se mantuvieron a
30°C.

3.1.3. Cosecha de bacterias.

Las bacterias cultivadas, una vez que se encuentran en la fase de crecimiento
logaritmica tardia se cosechan centrifugdndolas 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 fotocolorimetro,

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 8 000 x g por
16 min. Las pastillas se pesaron y esto se considero como peso himedo. Se
almacenaron asl a -70°C.

3.2, Caracterizacién bioquimica.
Para llevar a cabo la caracterizacién bioguimica de la PPasa membranal de R
pa/uélns se utilizé la siguiente metodologia: :

: 3.2, 1 Obteﬁclén de cromatoforos (membranas fotosintéticas).

‘ Se slguub el método descrito por Baccarini-Melandri et al. (1970), para Ia
1 obtenclén de cromatéforos. »

A. Las bacterias se resuspendieron en amortiguador Tris-HCI 50 mM MgCIz 5 mM ‘pH
8,0 en una proporcién 1/10 (g bacterias/ ml amortiguador), que contenia 1 mg de
ADNasa por 100 g de peso hiimedo de bacterias.

B. Para romper las células se sonico la suspensién en lotes de 15 ml por 1:45 min en
un sonicador Branson (Sonifier 250) a maxima potencia y enfriando con bafio de
agua a 4°C (Scholes et al., 1969).

C. Se centrifugd a 20,000 x g durante 20 min para separar las células sin romper,
capsulas y residuos, que quedaron en el sedimento.

D. El sobrenadante de la centrifugacion anterior, se sedimentd a 100 000 x g por 80
min obtenléndose asi una pastilla de cromatéforos.
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E-lLa pastllla"de ¢romatéforos se resuspendio en Tris-HCI 50mM, EDTA 5 mM y EGTA
~.2mMapH8,.0 y se centrifugo nuevamente a 100 000 x g por 80 min, para quitar los
 cationes divalentes de la preparacion.
°F, La pastilla de cromatéforos obtenida del paso anterior se resuspendio en Tris-HCI
- 80 mM pH 8.0 y se centrifugo a la misma velocidad. Finalmente, los cromatéforos se
resUspendIeron en el mismo amortiguador a una concentracién aproximada de 60
mg de proteina/ml.
G. La preparacion de cromatoforos se guard6 a 4 °C y se usé en los 3 dfas sigulentes,
periodo durante el cual no hay cambios importantes en la actividad hidrolitica.
3.2.2, Determinacion de proteina, )
La cantidad de proteina se cuantifico por los métodos: de Lowry et al. (1951) y
Bradford (1976), utilizando como esténdarAlbL’lmina de suero bovino,

3.2.3. Determinaclén de la actlvldad hldrolitlca
La actlvldad hldromlca o actlvldad de pirofosfatasa, se cuantlflco como Iav

liberacion de Pi a partir de PPI a 30°C en presencia de MgCIz ode otros cationes‘

1972). El medio de reacclén en general contenfa: Tns-maleato 50 mM pH 8 0 o blen
Glicilglicina 50 mM pH 7.4, PPiNa 0.5 mM, MgCl; 1 mM. :

La reaccién se inicié al afadir 0.5 mg de proteina de la preparacién de
cromatéforos, el medio se incuba a 30°C durante el tiempo especificado en cada

experimento y la reaccién se detiene al afiadir &cido tricloroacético a una concentracion
final de 6%. Por Ultimo, se centrifuga a 3,000 rpm por 5 min y se cuantifica en el
sobrenadante el Pi presente con el método de Sumner (1944), La actividad especifica
se refiere como nmoles Pi min™ mg de proteina™.

Cualquier otra modificacion se especifica en los pies de figura de la seccion de
resultados. Todos los experimentos se repitieron por lo menos tres veces.
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3.2.4. Determinacién de la actividad sintética.

Para la determinacion de la actividad de sintesis de PPi se incubaron los
cromatdforos (1- 5 mg de proteina), en amortiguador glicilglicina 100 mM pH 7.4,
NaHPOQ4, 16 mM, MgCl, 10 mM a 30 °C, ajustando el volumen a 500 pi y se
iluminaron con focos de 100 W a una distancia de 35 cm durante el tiempo necesario
(de 10 a 30 min). Para detener la reaccion, se apagé la luz y se colocaronn los tubos en
hielo. Posteriormente se hirvieron por § min (para desactivar a las enzimas y
desnaturalizar a la proteina). Se centrifugo a 3,000 rpm 5 min, se tomd una alicuota
(300 pl) del sobrenadante, que contenia el PPiy se procedié a la cuantificacién de este.

Cuantificacion del PPi.

Se utilizd un sistema de enzimas acopladas para la cuantificacion del PPi (Sigma
P7275), dicho método esta basado en la oxidacién del NADH + H*, dependiente de PPi,
de la siguiente manera:

PPI-PFK
PPi + fructosa —-6-Pi ______..>fructosa 1, 6-di Pl + PI
adolasa
fructosa 1, 6-di PI -————> gllceraldehldo 3- P| + dlhidroxlacetona Pi

d-gliceraldehido-3-Pi. ~ - dihldroxlacetona Pi

muestras se utiliza la formula:

PPi (imoles / ml) = (AA muestra-AA blanco) (1.1)
Co : (6.22) (2) (0.3)
Donde:

1.1 = Volumen de la mezcla de reaccion.

6.22 = Coeficiente de extincién 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, Calculo 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 simultaneas que
describen el equilibrio multiple que existe en la solucién problema utilizando las
constantes de asociacion de los componentes. Las constantes de asociacién fueron
tomadas de Martell y Sillén (1971) y expresadas como log Ks son:

Complejo Log Ks
Mg-PPi 6.00
Zn-PPi 11.66 '
Co-PPi 6.10

3.3 Caracterizacion molecular. .
Para la obtencién del gen de la PPasa membranal de R. palustris se utilizé la
sigulente metodologia:

3.3.1. Obtencién de ADN cromosomal de R. palustris.
Para obtener el ADN cromosomal de R. palustris se sigui6 Ia siguiente metodologia:

A. Se resuspendieron 6 g de células en 30 ml de amortiguador que contenia: 0.15 M
de NaCl, 0.1 M de EDTA, pH 8.0; las células se centrifugan a 3,000 rpm en una
centrifuga clinica por 10 min a 4° C.

B. Se resuspendio la pastilla en 9.0 ml del mismo amortiguador y se transfiri6 a una
botella de 250 ml.

C. Se agregaron 2.0 ml de solucién de lisozima (50 mg/mi en H;0) y se mantuvo con
agitacion vigorosa por 2 h a temperatura ambiente.

D. Se vacié el contenido a 2 tubos de pléastico de 50 ml; se congelaron los tubos
mediante la inmersién en hielo seco-etanal, girdndolos para que las bacterias se
congelaran alrededor de las paredes del tubo.

37




F

. Se aﬁadleron 22,5 m! por tubo de solucién de lisis (1% SDS 0.1M Tris HCl pH 8 o

0,1°M NaCl) precalentada a 50°C; se incubd 10 min a 50 C. agltando Ios tubos
constantemente.
El lisado se extrajo 2 veces con 30-40 ml de una soluclén d

temperatura ambiente.

. Se separaron las fases mediante centrifugacion a 5 000 rpm en -una centrlfuga

clinica durante 15 min, se tomé la fase superior (acuosa) Y se'deseché la fase
inferior de fenol, se combinaron las fases acuosas de los 2 tubos y se transfirleron a
otro reciplente. La extracclén se llevo a cabo dos veces

. Se agregaron 2 voliimenes de etanol al 100% helado a_ un rec’Iplente con capacidad

de 400 ml que contenia la fase acuosa; la formacién de una hebra de ADN
cromosomal pudo apreciarse instantaneamente, EI ADN se enrollé en una varilla de
vidrio o en una pipeta Pasteur modificada con la p‘uhta en forma de gancho.

. El ADN se dejo secar al aire por 1 hy se coloc en un tubo de ensaye esteril.

El ADN se resuspendio en 2.0 ml de H,0 a 4°C toda la noche; el ADN se rehidraté y
‘s dlsolvlé en agua.

K. Se,agregaron 1-2 pl de ARNsa tlpo A (10 mg/ml) y se incub6 1.5ha 37 °C.

; Se extr ajo la ARNasa con una solucion fenol- cIoroformo 11,
Se. preclpltéhel ADN con etanal; se centrifugd 15 min a 14,000 pm, en-una

. mlcrocentrlfuga 'y se dejé secar el ADN.

se resuspendlé en el volumen de H,O deseado y se cuantificd su

S concentraclén mediante la absorbencia a 260/280 nm.

3.3.2, Amplificacién por medio de PCR del fragmento del gen de la PPasa
membranal de R. palustris.

Para la reaccién de PCR se mezclaron los siguientes reaclivos:
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[Final}

ADN cromosomal 100-200 ng

Oligo sentido 100 picomolas

Oligo antisentido 100 picomolas

MgCl2 0-0.5 mM

DMSO 10%

DNTPS 0.1 mM

Buffer Vent 10 X 1X

Vent ADN Polimerasa 1 unidad

H0 (aforar a 100 pl totales).

Una vez mezclados los componentes la reaccién se llevd a cabo utilizando un
termociclador, sometiendo la mezcla a los siguientes ciclos:

95°C  4min - 1vez

95C  dmin Y. o
56°C ~'45seg'L "3 veces
63°C - 2min:|

95°C Amin Y.
58°C - 45seq .\ 27 veces
63°C - 2minai]s o T

72°C - fomin T 1vez

3.33. Puriﬁhacién del producto de PCR.

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

un gel de agarosa de bajo punto de fusion 1% en amortiguador TAE a 70 V.

Limpieza de la Banda.

BIO 101), de la siguiente manera:
A
B.

Para purificar la banda se utilizé el método GENECLEAN || (Biotechnologles. Ine. _

Se corté la banda del gel de agarosa y se colocé en un tubo Eppe ‘dorf de .5,ml
Se agregaron 3 volimenes de solucion de Nal, se incubé Ia be :
una temperatura de entre 45°C y 55°C para disolver Ia agaro

. Se le afadieron 5 pl de la suspension de - glassmllk" (perlas de’ Vldrlo afines al

ADN) y se incubd a 4°C de 5a 10 min.
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D, -Se centrifugé 6 seg a 14,000 rpm en una microcentrifuga para bajar el complejo
ADN-"QIassmIIk". :
E. B prdductd se lavo tres veces con la solucion "New Wash" que contiene etanol,
F Se eluyd el ADN con el volumen deseado de H20 precalentada a 50°C.,

3.3.4, Clonacién del producto de PCR.

Una vez que se tuvo la banda de ADN correspondiente se procedié a su clonacién
en un vector para posteriormente poder secuenciarla.

El producto de PCR se cloné en el vector PCR™|I, utilizando el sistema de TA
cloning (Invitrogen). Este método se basa en la propiedad de la enzima Taq polimerasa
de poseer una actividad, templado independiente, de afiadir una sola desoxiadenosina
(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
desoxitimidina (T), lo que permite que el producto de PCR se ligue con eficiencia al
vector.

Dado que en la reaccion de amplificacion se utilizé Vent polimerasa en fugar de
Taq polimerasa y debido a que la primera no deja las colas de A, es necesario afiadir
estos extremos a nuestros productos purmcados de PCR, para lo cual se llevan a cabo
los siguientes pasos: o e
A. Se colocaron los ng de ADN a utllazar en tubos Eppendorf se lncubaron en hlelo y

posteriormente se aﬁadleron 0, 7 1 unld

. Los tubos se incubaron a 72° C por 1

F Se retir6 el sobrenadante, la pastllla se. Iav6 con etanol al 80% y se dejo secar al

G 'La pastllla se resuspendié en agua oen amortlguador TE, en el volumen deseado.
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A

B.

Una vez obtenido el producto de PCR con las colas de A se lleva a cabo la ligacién:
Se estimo la cantidad del producto de PCR necesario para la ligacién con 50 ng (20
fmoles) de vector PCR™II, mediante la formula:

X ng de inserto = (Y pb del inserto)(50 ng de vector pCR™II)
(pb del vector pCR™II; ~ 3900)

Utllnzando la_concentracién del producto de PCR prevlamente determlnada. se:

3, 3 5 Obtencion de células competentes y transformacion

° o ®

m

. Se incubaron las células en hlelo 45 ml

. Se incubaron las céhilas en hlelo 30 mi

. Se crecieron 5 mI de bacterlas en un tubo de LB durante Ia noche
.ﬂSe Inocularon 50 ml de LB en un matraz de 50 ml con 1

' Idel cultlvo anterior.
Se creclé el cultivo a 37°C durante 2h.: o :

.'Se centnfugo 10 min‘a 4°C en una centrlfuga cllnlca y se resuspendieron Ias células’

en 6 ml de CaCl, 100 mM estéril (mantentendolo en hlelo)

. Se centrifugaron en una centrlfuga cllnlca 10 mln ‘a. 4°C a 1500 rpm y se.

resuspendiercn en 1.2 m| de CaCI

. Se le adiciono la Ilgaclén a, 100 pl de estas’ células y se de]aron en hlelo 30 minen

tubos Eppendorf.
Se les dio un choque térmico incubandolas 45 seg a42°C,
Se les afiadié 1 m!| de LB y se crecieron las células 1 h a 37°C.

. Se centrifugaron las células 3 min en una microcentrifuga a 15,000 rpm, se decanto6

el sobrenadante y la pastila se resuspendio en lo que queddé de medio
(aproximadamente de 50-100 pl).
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L.~ Se 'plaqu’ear:q'f»\;,lési—‘i;éluléé_,’énrbca’Jas LB,-.con: los antibiéticos necesarios (las
resistencias del plasmido), 25 ul de Xgal (40 mg/ml) y 25 ul de IPTG 0.1 M.

-3,3.6, ‘Se‘cijeqclaclén.

_Una vez determinada la presencia del inserto, se llevé a cabo la secuenclacién de
éste, utilizando los desoxioligonucleédtidos sentido y antisentido del fago M13. La
secuenciacién se realizé en un secuenciador automatico en la Unidad de Biologia
Molecular del instituto de Fisiologia Celular.

Posteriormente se utiliz6 el programa GCG para compararlo con las secuencias de
nucledtidos contenidas en diversas bases de datos y comprobar que el inserté poseia
alta similitud solamente con las secuencias de las H'PPasas.

3.3.7. Obtencion de la secuencia completa del gen de la PPasa membranal de
R. plaustris.
Para obtener la secuencia completa del gen se llevaron a cabo los siguientes

experimentos:

3.3.7.1 Digestién del ADN cromosomal.
Se utilizaron las siguientes enzimas de restriccion: BamH|, EcoR!, Pstl y Sall. Se
digirieron toda la noche a 37°C. '

3.3.7.2. Anailisis tipo Southern.
Se ,‘utili'zé como sonda el fragmento de 1371 pb, para localizar una banda de las
dvigestio'nes"donde se encuentre el gen completo de la PPasa membranal.
" Los pasos del andlisis tipo Southern son los siguientes:

Marcaje de la sonda.

La sonda se marcé de acuerdo al protocolo “Gene Images Random Prime Labelling
Module" (Amersham). El procedimiento se basa en la utilizacion de nonameros de ADN
con secuencia aleatoria que funcionan como oligonucleétidos para iniciar la sintesis de
ADN utilizando como templado la sonda a marcar; en este sistema la fluoresceina-11-
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dUTP se incorporé al ADN sintetizado reemplazando parcialmente al dTTP. con lo que o

se genera una sonda marcada, La deteccion de los grupos de fluorescelna
incorporados a la sonda, se realizé con anticuerpos anti-fluorescelna acoplados a:
fosfatasa alcalina. i : '

A. Se llevd el ADN a ser marcado a una concentracion de 2-25 ng/ml en agua
bidestilada. ‘

B. Se descongeld en hielo los oligonuclettidos y la mezcla de nucledtidos que vienen
en el sistema, La muestra de ADN se desnaturalizé por calentamiento durante 5 min
en un bafio con agua hirviendo, inmediatamente después la muestra se enfrié en
hielo. Se recomienda que la desnaturalizacién se haga en un volumen de al menos
20 pl.

C. A un tubo 'de microcentrlifuga de 1.5 ml, colocado en un bafo de hielo, se va

' agregando lo siguiente:
H20 para aforar un volumen final de 50 pl de a reaccion
Mezcla de desoxinucleoétidos 10 pl
~ oligodesoxinucieétidos 5 pl
ADN desnaturalizado 50 ng
Enzima Klenow ADN polimerasa 5 unidades.

D. Se mezclaron los reactivos con la micropipeta y se tapé el tubo.

E. La reaccién se incubé a 37°C por 1 h. =

F. Se terminé la reaccién con la adicion de EDTA (concentraclbn final de 20 mM).

Electroforesels en gel de las muestras

Las digestiones se corrieron 1 h a 70 V en un gel de agarosa 1% con amortiguador
TBE. Se tifi6 el gel con bromuro de etidio, se observé el gel en un transiluminador con
luz UV y se registr6 con una fotografia.

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. Depurinizacion: se le aiadieron al gel 250 ml de 0 25 M HCI y se Incubaron 15 min
con agitacion. . e :

C. Desnaturalizacion; Se deseché la soluclén del Iavado anterlor y se le afadio al gel
250 ml de NaOH 0.4 N, NaCl 0.8 M, primero se incubé 16 min a temperatura
ambiente con agitacién y posteriormente se le dlb‘un nue)io Javado de 30 min con
las misma solucién. )

D. Neutralizacion: Se desech6 la solucién del Iavado anterlor y se le afiadieron al gel
250 ml de Tris HCI 0.4 M, pH 7.5, NaCl 0 6 M dlo un prlmer lavado de 5 min con

agitaclén y un segundo lavado de 30 mln' Sk :
E. Se marct la esquina inferior izquierda del gel yla derecha Inferlor de la membrana.
F. Se humedecl6 la membrana con agua bidestilada y posteriormente con 10 x SSC &

min. ’ ‘ B me : ‘
G. Se mont6 el dispositivo para la transferencia. .~ .
H. Se transfirié el gel toda la noche.. s SR ,
Iy. Al dia siguiente se retir6 el paquete gel membrana y se marcan Ios pozos con una

pluma, S G S .
J. Se entrecruzo el ADN con Ia membrana en un horno de luz UV

Prehibridizacion e hlbridlzaclon : ‘ :
A. Se colocéd la membrana en un tubo de horno de hlbrldlzacién y se prehlbndlzé
por dos horas, en la slguiente solucién: :

H.0 5.9 ml
20 X SSC 25ml
SDS 10% 100 ul
Dextran sulfato 50% ) iml

Liquido bloqueador L 05 ml

B. Se le afiadieron 100 ul de ADN de esperma de salmén a la sonda marcada con

fluoreseina y se desnaturallzé hIrvvendo 5 mln y enfriando en hielo.

C. Se le afadid Ia son‘da a
htbnd|zar Se hlbndlzé toda la noche a 88°C con ‘agitacion.

, membrana prevlamente colocada en un recipiente para
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D.

Se le aplicaron a la membrana lavados de maximaseveridad, por tratarse de una
sonda homoéloga, los lavados se mencionan a continuacion;
a) Se lavé la membrana una vez con 100 ml de 2x SSC § min a temperatura
ambiente. :
b) Se lavé 2 veces con 200 m| de 0.1 x SSC, 0,1% SDS por 30 min 5 70°C.
¢) Se lavo 2 veces con 100 ml de 0.1 SSC, el primer lavado a 70°C y el
segundo se bajé la temperatura del hibridizador a temperatura ambiente,
ambos lavados se realizaron por 15 min.

Deteccién - v

A,

Después de los lavados de hibridizacién se Iavé la membrana en 200 ml de “Diluent

Buffer" (Amortiguador de dilucién) a temperatura ambiente.
.-Se incubd por 1 h a temperatura ambiente con agitacién en 1/10 de agente

bloqueador diluido en el amortiguador de dilucién (en un volumen final de 75 ml).

. Se enjuagé la membrana brevemente como en el paso A.
. Se diluyd el anti F-AP conjugado 5,000 veces en 0.5% peso/volumen de albumlna

sérica bovina en amortiguador de dilucién.

.- Se incubb la membrana en el conjugado diluido con agltacién suave durante 1 h

Se retiré el conjugado que no se pegé, lavando 3 veces, 10 min cada vez con 250
mlde Tween 20 0.3% (vol/ vol) en amortiguador de dilucién.

."Se lavd la membrana con 200 ml de amortiguador de dilucién,
. Se aplicé sobre la membrana el reactivo dioxetano con atomizador (el cual es un

reactivo quimioluminicente que produce luz cuando es cortado por la fosfatasa
alcalina y que por lo tanto detecta la presencia de sonda marcada) y se coloco la
membrana en una bolsa (sin que se secara).

Se colocé la placa en un cassette y se dejo exponer una pelicula fotosensible por un
periodo de 1 0 2 h en la oscuridad.

Una vez transcurrido el tiempo de exposicién se procedit a revelar la placa.

. Se analiz6 la placa y se localizaron las bandas esperadas.
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Una vez determinada(s) la(s) digestién (es) que da(n) una sola banda de un
tamafio no muy alto (no mayor de 6,000 pb), que en este caso se traté de la digestion
con Pstl, se extrapol6 la localizacién de ésta en el gel de agarosa, mediante el célculo
del Rf. Se realiz6 un nuevo gel bajo las mismas condiciones y se procedié a cortar la
regién donde se localizé la banda escogida previamente. EI ADN se purificé con Gen
Clean, se ligb al vector pBluescript y se transformé en E. coli. Las colonias
transformantes blancas se replaquearon parchandolas por duplicado en: una caja
control y en otra caja con membrana de nylon ambas conteniendo LB Xgal-IPTG con
ampicilina, Cuando se reunié un niimero suficiente de colonias blancas (50 o mas) se
procedio a realizar la hibridizacion en colonia para determinar la(s) colonia(s) que
poseen el inserto con el gen de la PPasa membranal completo.

3.3.7.3. Hibridizacion tipo Southern en colonia.

Se guardé la placa control con las colonias a 4°C sellada hasta saber los resultados
de la hibridizacién, La membrana de nylon de la caja duplicado se traté de la siguiente
manera:

A. Se marcé la membrana de nylon con Iéplz en varlos sitios para determinar la
localizacién de las colonias. ;

B. Se prepararon 4 charolas de pléstfco de la siguiente manera; se coloco en'su

interior papel filtro aproxmadamente de| tamaﬁo de la membrana doblado en los

f extremos de tal manera que vIera en contacto con el fondo del recipiente. Se

enh suf clente de la solucién correspondiente,
atqrara de'esta,
nla SDS al 10%; la membrana se dej6 sobre el papel 5

k D, Se pasé la membrana a la segunda charola, la cual tenia solucién desnaturalizante

‘ (0 4 M de NaOH 0.6Mde NaCl), la membrana se mantuvo ahl 5 min.

E. Se pas6 la membrana a la tercera charola con solucién neutralizadora (0.6 M de
NaCl, 0.4 M Tris HCI pH 7.5), 5 min.

F. Finaimente se pas¢ a la cuarta charola que contiene 2 x SSC, 5 min con agitacion;
se retiraron los restos de las colonias frotando suavemente (usando guantes).
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_G. Se coloco la membrana en un papel filtro seco y se le dejé secar de 30 min a1th.- L

“ M.’ Se colocé la membrana en medio de 2 pedazos de papel filtro y se entrecruzé en un
horno de fuz UV.

I. A partir de este paso las indicaciones fueron las mismas que las de la hlbrldlzacién’-
tipo Southern descrita anteriormente, es decir la membrana se prehlbrldlzé se
hibridizo, se lavé yse llevé a cabo la deteccion. :

Una vez que se seleccionaron las colonias que dieron sefal posltlva se replaquearon.

se crecieron en liquido y se les extrajo el plasmido mediante el método de Wizard

miniprep (Promega), se hizo un analisis de restriccion para verificar que la clona
contenia el inserto y éste se mand6 secuenciar.

Para llevar a cabo la secuenciacién del gen completo en las dos direcciones se
disefiaron los siguientes oligonucledtidos internos a partir de la secuencia del
fragmento de 1371 pb.

Oligodesoxinucledtidos sentido:

5 CAT AGC ATG CCGCGC CA 3
5 TGA AGA ACG TGATGC CGG ¥
5 ACC AAG GGC TAC GCG AT ¥
5 ATC GTC ACC GGC ATC TTC &
5 CGC GTC GCAGTAAGCTCT 3

Oligodesoxinucledtidos antisentido:

5 AAA GCG CGG GATCTCCG ¥

5 TAT CGA CGC GAAGAG GTAG 3
5 GTA GTACTC GGT GACCC ¥

5 GAA CAG GTC GGC GGC CAT &
5 AAC GCC AGC TCCAGTGC ¥

Una vez obtenido el gen completo, se analizé la secuencia

3.3.8. Andlisis de la secuencia.
Para el andlisis genético se utilizé el programa GCG, mientras que para la
determinacién del perfil de hidropatia y los cruces transmembranales se emplet el

programa TopPredll (http:/bioweb pasteur.fr/seqanal/interfaces/toppred.html).
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3,3.9. Conjugacion.

A) Se cultivaron 10 ml de la bacterla aceptora (en este caso Rhodobacter
sphaeroides 2.4.1.) hasta que alcanzaron la fase logaritmica tard(a.

B) Se inocularon § ml de medio LB (con los antibidticos correspondientes) con una
asada de la clona de E. coll S17 que contenfa la construccion que se deseaba
transferir (bacteria donadora) y se dej6 crecer toda la noche.

C) Se Inocularon 20 ml de medio LB con un centésimo de volumen (200 pl) del
cultivo de E. coli 817 anterior y se les dejé crecer de 1.5 a2 h a 37° C con
agitacién hasta que alcanzaron una densidad 6ptica a 550 nm de alrededor de
0.5.

D) Se tomaron allcuotas de 500 pi de los cultivos de las bacterias donadora y
aceptora y se centrifugaron 8 min a 4,000 rpm para bajarlas.

E) Se lavaron las bacterias aceptora y donadora 2 veces con unmide LB

F) Ambas bacterias se resuspendieron en lo que quedé de medio después de
vaciar el tubo (de 50-100 ml), se juntaron la aceptora y donadora y se mezclaron.

G) Se vertié la mezcla de bacterias sobre fragmentos estériles de nitrocelulosa
colocados previamente en una caja de Petri con medio LB.

.H) Se dejé conjugar a [as bacterias de 5 a 24 h incubandose a 30° C.
l) Se tomo el papel de nitrocelulosa con unas pinzas estériles y se introdujo a un
- tubo Ebpéndoff con 1 ml de LB, se resuspendieron fas bacterias utilizando un
. Vortexy se retir el papel.

J) Se cehtfifugarqh las bacterias a 15,000 rpm 3 min y se resuspendieron en 100
de el medio que queds,

K) Se sembraron las bacterias en cajas de Petri con el medio deseado {en este
caso 'Cbheh-Bvazire) con los antibidticos apropiados para seleccionar a las
bacterlas que aceptaron la construccién (en este caso gentamicina 15 ug/ml) y
con un antlbl@tico que solamente eliminara a la bacteria donadora (4cido
nalidixico 20 pg/ml).

L) Se recuperaron las clonas positivas y se sembraron para comprobar que hablan
aceptado la construccién.
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4. RESULTADOS.

4,1, CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA H'PPasa DE Rhodopseudomonas
palustris.

Para la caracterizacion bioquimica de la H*PPasa de R. palustris se utilizaron
bacterias crecidas fotosintéticamente, cosechadas en la fase logaritmica tardia y se
prepararon membranas (cromatoforos) con las cuales se realizaron todas las
mediciones de actividad enzimatica.

4.1, Especificidad de sustrato,

La tabla 2 muestra la actividad hidrolitica de la H'PPasa de los cromatdforos de
R. palustris en presencia de PPi y otros sustratos fosforilados, La enzima es especifica
para el sustrato Mg-PPi y a excepcién 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 Rhodopseudc palustris.

Sustrato AE

PPi 94.0

AMP 33

ADP 0

B-glicerol fosfato 0

a-D glucosa 1-P 0

a-D glucosa 6-P 0

PEP 8.7

Las condiciones experimentales fueron: Tris-maleato 50 mM pH 7, MgCl;, 1 mM, 0.5 mM de cada
sustrato y 0.5 mg de proteina, Tiempo de Incubacién 10 min a 30°C. A.E. en nmoles Pi min' mg'".

4.1.2, Efecto del Mg sobre la actividad hidrolitica.

La actividad de todas las pirofosfatasas es dependiente de la presencia de
metal divalente, principalmente del Mg. EI 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 et al ,1992 , Celis y Romero, 1987; Sosa et al, 1992;
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Maeshima, 2000) En el caso de la H*PPasa de R. rubrum, la hidrélisis del complejo
Mg-PPi se presenta cuando la concentraclén de Mg libre esta por arriba de10 pM.

En la Fig. 6 se muestra la clnétlca da hldréllsls del Mg-PPi por la H*PPasa de
cromatéforos de R. palustris en dos condiciones. En la primera, el Mg y el PP} fueron
afadidos en concentraciones equimoleculares (s); de acuerdo a la constante de
asociacién del complejo Mg-PPI, log Ks = 6.0 (Martell y Sillén, 1971). Bajo estas
condiciones el Mg libre no rebasa los 38 uM (Tabla 3) y como puede observarse en la
Fig. 6, la cinética tiene un comportamiento sigmoidal, llegandose a un méaximo
alrededor de 85 nmoles de Pi min™ mg de proteina®. En la segunda condicion,
ademas de mantener las concentraciones equimoleculares de Mg y PPi, se afadi¢ 0.5
mM de Mg libre (s). 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 maxima es de 83 nmoles de Pi min ! mg proteina ™

, comparable al maximo
obtenido para la condicién anterior. Posteriormente la actividad decrece en funcién de
la concentracién de sustrato hasta un 63% del maximo. Es evidente que el Mg fibre
ejerce un papel estimulador de la hidrélisis de PPi al menos hasta 0.4 mM de sustrato.
Estos datos contrastan con los obtenidos por Schwarm et al (1986) para R.
palustris, los autores reportan también una cinética sigmoidal a bajas concentraciones
de Mg? libre (0.001 mM), pere al aumentar la concentracién del cation libre a 0.1 mM
la cinética se vuelve hiperbdlica. En este trabajo nunca se pudo obtener este tipo de

cinética, atin variando diferentes concentraciones de Mg? libre en el medio.
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Fig. 6. Cinética de hidrélisis del complejo Mg-PPI. Las condiciones experimentales fueron: Tris-HCI 50 -
mM pH 7, 0.5 mg de proteina y las concentraciones indicadas de Mg-PPi. Tiempo de incubacion 2.5 min
2 30°C. Mg-PPi equimoleculares (s), mas 0.5 mM de Mg #*libre (m).

Tabla 3. Concentraciones de PPiy Mg libre Calculadas a partir de la Fig. 6.

Sin Mg libre

Con Mg* libre

[Mg-PPi [Mgo PPilibre] M| [[Mglibre] M [PPiTibre] M
Afadido] mM
0.05 - 500x 107 0
0.075 - 5.00x 107 1.45x 10
0.1 9.512x10° 5.00x 107 1.99x 107
0.15 9.718x 10 ° 5.00x 107 2.99x10°7
0.2 1.36x 107 5.00x 107 3.98x10
0.3 1.68x 107 5.00 x 107 5.98x10~7
0.4 1.95x 10 5.00 x 107 7.97x10°7
0.5 218x 107 5.00 x 107 9.96x 10 "
0.6 24x10° 5.01x 107 1.19x 107
0.7 259x 107 501 x10~ 1.39x 10~
0.8 277x10° 5.01x10~7 1.59x10°°
1 311 x10°7 5.00x107 1.98x10°
1.25 3.48x 107 5.02x 107 2.48x10°
1.5 3.82x107 5.02x 107 297x10°
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4.1.3, Efecto de otros cationes divalentes sobre la actividad hidrolitica.

Como se menciond en la seccidn anterlor, el Mg?* es el principal cation utilizado
por las PPasas. Sin embargo, otros cationes divalentes pueden sustituir al Mg ** en sus
dos papeles, pero con menor eficiencia (Celis y Romero, 1987),

El caso del Zn * es diferente, ya que en la H'PPasa de R. rubrum puede
sustituir al Mg?* en Ia formacion del sustrato tan efectivamente como el Mg?* pero a pH
acido (Romero y Celis, 1995). ‘

Para explorar el efecto de Jos cationes divalentes sobre la actividad pirofosfatasa
de los cromatoforos de R. palustris se rg;'ail;é ’él experimento de la Fig. 7. Se mantuvo
fija la concentraciéon de PPi en 0.5 mM y se véhadleron concentraciones crecientes de
los cationes Mg®*, Zn%*, Co®, Mn® 'y Ca®. Bajo las condiciones del experimento,
ningan cation igualé la actividad obtenida con el Mg?". Se obtuvo alrededor de un 42%
de la actividad con Mg'2, con Zn?* y Co¥, mientras que practicamente no hay
actividad con Mn?* y Ca®, Hay que hacer notar que la respuesta a la concentracion de
catién es diferente para el caso de Zn?*y Co® con respecto a la de Mg %

Como se aprecia en la Fig. 7, la velocidad de hidrélisis de PPi se incrementa a
medida que la concentracion del Mg afadido aumenta, siendo méaxima alrededor de
0.75 mM. Posteriormente, la actividad se mantuvo y disminuy6 ligeramente (9.5% a la
concentracién mas alta utilizada). Considerando que la concentracion de PPi en el
experimento fue de 0.5 mM, a partir de esta misma concentracién de Mg afiadido se
empieza a tener concentraciones crecientes de Mg libre y la actividad hidrolitica sigue
aumentando hasta alrededor de 1 mM de cation afiadido, lo que nos indica que el Mg
libre es el activador de la reaccién en este intervalo de concentracion y posteriormente
no hay mds activacién. Esto corrobora el hecho, demostrado en la seccién anterior, de
aue el Mg libre es activador de la reaccion.

El Zn®* y el Co* siguen patrones diferentes, en ambos casos, se obtiene un
maximo de actividad y ésta decrece a concentraciones de catibn mayores y menores
de la concentracién 6pt1ma alcanzando valores de cero o cercanos. La actividad
6ptima _para Ia curva del Zn? se obtiene a una concentracién de 0.25 mM, en esta
cond|c|én exlste 0 249 mM de PPi libre que alin no se ha acomplejado y no hay Zn?*
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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 hidrélisis y a 1 mM de calién la actividad es nula.

120 ~
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Flg. 7. Efecto de cationes divalentes sobre la hidrélisis de PPi. Las condiciones experimentales
fueron: Tris-maleato 50 mM pH 7, NaPPi 0.5 mM, 0.5 mgde protelna y las concenlraciones Indlcadas de
cationes anadidos en forma de cloruro. Tiempo de Incubacién 5 min a 30° C. Mg®* (e), Zn** (m), Co®
(A), Ca®* (O)y Mn®* (o).

En la H'PPasa de R. rubrum se ha demostrado que el Zn** libre es la especie
inhibitoria de la actividad de PPasa (Celis y Romero, 1987) lo que podria explicar, en

nuestro caso, la caida de la actividad a partir de 0.5 mM de catién afadido, pero no la
. caida de 0.25 a 0.5 mM.
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Tabla 4. Concentraclones molares de complejos y esp libres calculadas a partir de la Fig. 7

[Catién] [Mg-PPi] PPi libre Mg libre [Zn-PPi)M [ PPilibre Zn libre
05x107 498 x 10" 45x10°7 LIx107 Sx 107 499x107 o

1x107 9.97x 10" 4x10" 249x107 fix107 3.99x 10" o

25x 1077 249x 107 25107 9.92x107 |25x107 _[249x10° |0

5x107 4.78x 107 2.18x107 [2.18x10° [499x107 [0 0
7.5x10°7 4.98x 107 1.97x10° [251x107" [5x107 i 249x 107
1.0x10°7 4.9904x 10 996x107 [5x107 sx10t 0 4.99x107
125x 107 14.9937x 107 6.65x107 [7.5x10°7 5x107 0 7.49x 107
1.5x 107 4.9953x 10 499x10 [1x10" 5x10°7 0 999 x 10"
1.75x 107 [4.9963x 10~ 3.99x107 [1.25x107  [5x10° 0 1.249x 107
20x 107 4.997x 107 333x107 J1.5x107 Sx107 0 1499 x 107

Continuacién de la Tabla 4 T

[
[Cation] [Co-PPi] PP libre Co libre i
0.5x 107 4.99x10° 45%x10° 0 |
Ix10"7 9.98x 10 ° 4x107 1981 x 107
25x107 2492x 101 2.5x 107 7.894x 107
5x107 a8x10"7 1.95x 107 1.955x 107
7.5x 107 498x107 1.638x10°  T2415x107
10x 16~ 499x 107 7.99% 107 sx10”
1255107 [499x10" 528x107 75x 107
155107 4.996 x 10 3.96x107 Ix10°
17.5x107  [4.997x 107 3175107 125x10°7
205107 49977x 107 2.64x 107 1.5x 107

Para el caso del Co®, el éptimo se obtiene en un intervalo amplio de
concentraciones (0.5 -1 mM) y la inhibicion posterior no es abrupta sino lenta
correlacionando la calda también con concentraciones crecientes de Co? libre en el
medio (Tabla 4).

En las condiciones experimentales usadas, los resultados pueden resumirse de
la sigulente manera:

a) Los cationes que pueden formar complejo con PPi y su selectividad son:

Mg? > Zn?* = Co?.
b) EIMg* es el tnico catién activador.
c) ElZn®"yel Co®* en su forma libre son inhibidores.




_4.1.4. Perfil de pH. . }
Tomando en cuenta que la hidrélisis de PPI es dependlenA de la concentraclén

de cationes, escogimos las relaclones Gptimas de PPI catlén paré explorar eI efecto del
pH sobre la reaccién hidrolitica utilizando los catlones M”

La Fig. 8 muestra las curvas de pH obtenldas péra Ia hldréllsl de PPI

140 ~

120 4

B}

nmoles Pi min” mg proteina

-

Fig. 8, Efecto del pH sobre la hidrélisis 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
cation-PPi: Mg 1mM / PPI 0.5 mM (e), Zn 0.25 mM / PPi 0.5 mM (-)yCo 0.75 mM / PPi 0.5 mM (A).

Tiempo de Incubacién 5 min a 30°C,

Como puede observarse el perfil obtenido con Mg-PPi () no es una campana
tipica donde existe un pH éptimo Unico y la actividad cae abruptamente hacia ambos
lados. En este caso, el pH éptimo esta entre 6.5 y 7 y hacla valores de pH basicos la
actividad decae lentamente hasta un 60% del 6ptimo a pH 10. Hacia valores de pH
acidos, la caida es mas considerable llegando a cero a pH 5.
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La curva de.pH.para Zn-PPi_parece ser méas simétrica (m), el éptimo se
encuentra alrededor. de ‘pH 6,8, y a.pH de 7.5, solo se tiene 13% de la actividad
maxima. Aunque esta actividad no alcanza los niveles obtenidos con Mg-PPi, la
hidrélisis obtenida a pH 5.6 es consliderable, 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
optimo. De acuerdo a este experimento es claro que la enzima puede utilizar diferentes
cofactores, lo que le permitiria ser funcional en un rango de pH mas amplio. Para que
este efecto tuviera un sentido fisiologico tendria que correlacionarse con
concentraciones de PPi y cationes in vivo. k

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 llevé 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 ningin pH ensayado se obtuvo actividad
hidrolitica considerable, indicando que las actividades obtenidas no son producto de
alguna fosfatasa inespecifica en la preparacion de cromatdforos y corroborando el
resultado de la especificidad de la H'PPasa de R. palustris para PPi.

4.1.5. Efecto del Zn sobre la actividad hidrolitica a pHs 5.8y 7.

Tomando en cuenta que el pH 6ptimo para la hidrélisis de PPi con Zn esta
alrededor de pH 5.8, se realiz6 un nuevo experimento, pero variando la concentracién
de Zn en el medio con 0.5 mM de PPi a pH 5.8, para verificar la dependencia de catién
a su pH 6ptimo. En la Fig. 8 se muestra comparativamente la variacion en (a actividad
hidrolitica a pH 5.8y a pH 7. 0.

Se puede apreciar que Ia relaclén éptlma obtenlda apH 7.0 (0.25 mM Zn/0.5 mM

5'mM Zn/ 0,5 mM PPi, cuando se mlde la actividad a
-1

PPi) se corre a valores

pH 5.8, y se alcanza una’ actlvldad méxuna de 104 nmoles de Pi min ~' mg proteina ~
-La inhibicién de a activldad ahora sl se correlaciona exactamente con la aparicion de
;Zn libre en el medio.
El maximo de actividad con Zn como sustrato a pH 5.8 es comparable con la
maxima actividad obtenida con Mg como sustrato (Fig. 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 Celis, 1995) aunque con diferencias en la relacion cation/PPI,
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Fig. 9. Efecto del Zn** sobre la actividad hidrolitica a pH 5.8 y 7. Las condiciones del ensayo fueron:
Tris-maleato 50 mM pH 5.8 (=), PPiNa 0.5 mM, 0.5 mg de protelna y las condiciones Indicadas de ZnCIz
Los datos para la curva a pH 7 (e) fueron tomados de la Fig.7. .

57




4.1. 6 Energla de activacién (E,).
La Fig. 10 muestra el perfil de temperatura para la actividad hidrolitica de la
" H'PPasa, La actividad maxima obtenida esta alrededor de los 50°C para 2 , 4 y 6 min
de incubacién. En todos los casos la desnaturalizacion de la enzima ocurre de una
'manera gradual cuando se eleva la temperatura y no abruptamente como en otras
enzimas, quiza por un efecto protector de la membrana.

I w400 =
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; Temperatura (°C)
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Fig.  10.-Efecto de la-temperatura sobre la actividad hidrolitica. Las condiciones experimentales
fueron: Glicilglicina 50 n_1M pH 7.4, MgCl; 0.75 mM, NaPPi 0.75 mM y 0.5 mg de proteina. El ensayo se
realizd a las temperaturas indicadas a2 min (e}, 4 min (m) y 6 min (A} de incubacion.

A part|r de los datos de Ia f'gulra anterior, se realizé la grafica de Arrhenius (Fig.
B 11), sln toma Uen conslderacién los puntos de inactivacién de la enzima, ni las
temperaturas de 0 y 5 VC donde no hay actividad o es demasiado baja.
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. Fig. 11, Gréfica de Arrhenlus de la hidrélisls de PPi. Los datos fueron tomados de la Fig.10 a 4 min de
-incubacién, La energla de aclivacién se calculd a partir de la pendiente de la linea obtenida por una

o regresion lineal, por la ecuaclbn Es= -mR (donde m es la pendiente de la recta y Rla constanle de Ios o

‘ Vgases =8.314 kJ/ mol)

' ‘ a E., obtenida para [os tres tlempos fue muy parecld Eq=62.7.%2, 63

quiebres, ‘esto Aindlca que prbbablemente‘la

nformaciona durante su actlvidad 0 que no hay’ una transtclén

3 Ias propledades cinéticas de la enzima. )
~El valor obtenido para la H'PPasa de R. palustris difiere por 17.7 kJ /mol con el
repodado para la correspondlente enzima de R. rubrum (E,= 45 kJ /mol, Ordaz et al,
1992). Esta diferencia indica que la enzima de R. palustris necesita mas energia que la
de R. rubrum para realizar su funcion y por tanto debe ser mas lenta. Esto podria
indicar diferencias en el mecanismo catalitico de las 2 enzimas
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Por ofra parte, Schwarm et al (1986) reportaron que la H'PPasa de R. palustris
presenta dos quiebres en la grafica de Arrhenius, lo cual difiere drasticamente con los
resultados del presente trabajo. Desgraciadamente, en ese reporte no indican algunos
detalles de la forma en que hicleron 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 analisis de las discrepancias en los resultados.

4.1.7. Efecto de inhibidores y activadores.

NaF.
E! fluoruro es un inhibidor clasico de las PPasas. La inhibicion de la activldad

hidrolitica de la H*PPasa de R. palustris se muestra en la Fig. 12 con Mg-PPiy con Zn-
PPI como sustrato. :

100 +

% de Inhibicién

0 20 40 60 80 100
[NaF] mM

Fig. 12, Efecto del NaF sobre la hidrélisis de Mg-PPi y Zn-PPi. Las condiciones experimentales
fueron: Para Mg-PPi (m): Tris-maleato 50 mM pH 8, PPiNa 0.5 mM, MgCl, 0.5 mM y para Zn-PPi (e):
Tris-maleato 50 mM pH 5.7, PPiNa 0.6 mM, ZnCl; 0.3 mM; en ambos casos se utilizé 0.5 mg de protelna
y las concentraciones indicadas de NaF.Tiempo de Incubaclén 7.5 min a 30° C.
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En presencia de Mg-PPi como sustrato, la hidrélisis se inhibe hasta en un 95%
con 100 mM de NaF mientras que con Zn-PPi solo se logra un 50% de inhibicién. En R.
rubrum se ha reportado (Romero y Celis, 19995) que la hidrélisis de PPi por H'PPasa,
es insensible a concentraciones de hasta 26 mM de NaF y se ha sugerido que esta
falta de sensibilidad pueda deberse a diferencias en la unién 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 sl se encuentra inhibicion parcial
por NaF para la hidrélisis de Zn-PPi, esto podria estar indicando diferencias
estructurales entre estas dos H'PPasas.

Diciclohexilcarbodimida (DCCD).

Esta carbodimida hidrofébica es un inhibidor del canal de H* de las ATP
sintasas y también de las H'PPasas (Baltscheffsky, et al, 1982; Zhen et al, 1997). En
las FiFo-ATP sintasas se sabe que este compuesto modifica quimicamente a un
residuo de aspartico o glutdmico de la subunidad ¢ del sector Fy, pero en el caso de
las H*PPasas no se conoce alin su sitio de unién.

El efecto del DCCD sobre la H'PPasa de R. palustris se muestra en la Fig. 13,
La respuesta al inhibidor tiene una fase rapida hasta concentraciones de 100 mM y
posteriormente la curva se vuelve asintética hasta una concentracién de DCCD de 500
mM, obteniéndose un maximo de inhibicién del 77% (w).

En la Fig. 13 se muestran las curvas de inhlblclén en presencua (-) y en ausencla
() de Mg 2* en el medio de preincubacién. Es mteresante el hecho de que Ia presencla,
de Mg previene en 10% la inhibicion por DCCD, sobre todo porque Ia carbodnmida es_,"f‘

hidrofébica y debe repartirse rapidamente a la membrana
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Fig. 13. Efecto del DCCD sobre la hidrélisis de Mg-PP1. Las condiciones experimentales fueron: Tris-
maleato 50 mM pH 7.5, PPi 0,76 mM, MgCl, 0.76 mM, 0.25 mg de protelna y las concentraciones
Indicadas de DCCD. Se preincuba la reaccion por 30 min a temperatura ambiente en presencia (e) 0
ausencia (u) de MgCl; v se Inicia la reaccién afiadiendo PPI. Tiempo de incubacién 12.5 min a 30°C.

Anilogos del sustrato. Efecto de imidodifosfato (IDP) y de metilendifosfato
(MDP).

Los inhibidores competitivos IDP y MDP inhiben de manera semejante a la
H'PPasa de R. palustris (Fig. 14). La inhibicién alcanzada es de 55% con 0.5 mM de
cualquiera de los dos compuestos, independientemente de que exista o no Mg * libre .
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Fig. 14, Efecto de analogos de sustrato en la hidrélisis de Mg-PPl. Las condiciones ekperimentales
fueron: Glicilglicina 50 mM pH 7.4, PPiNa 0.5 mM, MgCl, 1 mM, 0.6 mg de protelna y las

concentraciones indicadas de MDP (e) e IDP (w),Tiempo de Incubacién 7.5 min a 30°C.

Efecto del K*,

El K* estimula a las H'PPasas vacuolares aproximadamente tres veces y es un
cofactor esencial. EI maximo de activacién se obtiene con valores de 30 mM de KCl en
la mayor parte de estas H'PPasas (Maeshima, 2000). A pesar de que el K* no es
esencial para la hidrélisis de PPi en los procariotes, se decidi6 probar el efecto de este
lon en los cromatéforos de R. palustris. Se encontré que la hidrélisis del complejo Mg-
PPi es independiente de la presencia de K', incluso hasta concentraciones de 76 mM
(datos no mostrados).
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Efecto de protondforos sobre la actividad hidrolitica de la H'PPasas de
R. palustris

Los protondforos desacoplan la cadena de fransporte de electrones de la
sintesis de ATP, mediante el aumento en la conductancia de H* a través de la
membrana. Dado que la H'PPasa estd acoplada de la misma manera que la ATP
sintasa en los cromatéforos, los iondforos de H* tendran el mismo efecto sobre la
H'PPasa.

Cuando la H'PPasa esta en condiciones de sintesis estos compuestos inhiben la
formacién de PPi y en condiciones hidroliticas aceleran la reaccién de hidrolisis debido
a la disipacién del gradiente electroquimico de H* que producen. Sin embargo en los
cromatéforos de R. palustris el desacoplante CCCP tiene un efecto muy pobre sobre Ia
actividad hidrolitica de PPi (Tabla 5). ‘

Tabla &, Efecto de CCCP sobre la Hidrélisis de PPl

[CCCP] uM % Activacién
0.2 8.82+8.0
0.6 11.57£3.9
1.0 11.57t 5.0

Las condiciones experimentales fueron; Se preincubd el desacoplante, a las concentraciones indicadas
con 0.25 mg de protelna de cromatéforos por 15 min a temperatura ambiente en Glicilglicina 400 mM pH
7.4, en un volumen de 250 pl. La actividad se inicia agregando 250 ul del medio de reaccion que
contiene MgCI2 0.5 mM y PPiNa 0.5 mM, y se incuba por 5 min a 30°C. Ei CCCP esta disuelto en etanol,
la concentracion maxima utilizada fue del 1% y se realizaron controles con la misma concentracion de
etanol, no observandose ningtin efecto del solvente.

El efecto casi nulo de CCCP sobre la actividad hidrolitica de la pirofosfatasa,
indicaba que las membranas de los cromatdforos podrian haberse dafiado durante la
sonicacién. por lo anterior se explord el efecto del desacoplante en funcion de! tiempo
de sonicacion. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6.

Efecto del CCCP sobre la actividad pirof

bacterias sonicadas por diferentes tiempos.
Actividad Especifica (nmoles Pi min-1 mg proteina-1)

§.

en crc

AE

tamid

08 ¢

s de

Tiempo de 0.5 min 1 min 1.5min 2min
Sonicaclén

Control 76 80 126 152
+CCCP 0.2 M 82 (9) 89 {11) 119 (0) 171 (12)
+CCCP 0.5 1M 93 (22) 103 (29) 140 (11) 192 (26)
+CCCP 1.0 M 85 (11) 100 (24) 137 (8) 165 (8)

( ) % de Activacién. Las condiciones experimentales son las mismas de la Tabla 5.

Como se puede observar en la tabla 6 , no existe una relacién entre el tiempo de
sonicacion y el desacoplamiento, mismo que no supera el 290% de estimulacién, En
otros sistemas, el porciento de estimulacion normalmente es arriba del 50%.

La falta de estimulacién de la actividad hidrolitica podria deberse a que las
membranas no estan selladas, de tal manera que no se establece un gradiente
electroquimico de H'y no pueda acelerarse méas la reaccion. Al realizar un andlisis de
las membranas al microscopio electronico 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 ng estan selladas es que no se
puede medir la sintesis de PPI, por esta razén se hicieron otros intentos para obtener
membranas acopladas y estos incluyeron: obtencién de cromatéforos con una prensa
de French (que rompe por presion a las bacterias de una manera més suave), adicion
de fosfolipidos y variacidén en los amortiguadores utilizados. Sin embargo, con ninguno
de los tratamientos se logré obtener un desacoplamiento adecuado.

Como se describié en la introduccion, la estructura de la membrana en las
bacterias fotosintéticas purpuras 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 facilmente. En el
caso de R. palustris, la membrana se extiende formando lamelas de varias capas, a lo
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largo de la célula, quiza este tipo de sistema membranal haga mas dificil fa obtencin
de membranas selladas cuando se rompen las células. )
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4.2, CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GEN DE LA H'PPasa DE
Rhodopseudomonas palustris,

En términos generales, la estrategia que se empled para aislar el gen de la
H'PPasa de R. palusiris consisti6 en conslruir una sonda homéloga de un
fragmento del gen y con esta obtener el gen completo, mediante hibridacién contra
ADN cromosémico de la bacteria. ’

‘A continuacién se describiran detalladamente cada uno de los pasos para
. conseguirlo:

4.2.1. Obtencién de sonda.

Disefio de oligonucleétidos. .

Tomando como base el alineamiento multiple de secuencias de
amino4cidos reportadas (Baltscheffsky et al, 1999) de nueve H*PPasas vacuolares
y de las bacterias Thermotoga maritima y Rhodospiﬁl/u}n rubrum, se escogieron
dos regiones altamerite conservadas para disefiar oligonuclestidos degenerados.

El primer desoxioligonucleétido (sentido) se disefio a partir de la region
denominada Segmento Conservado 1, SC1 (Maeshima, 2000) y se escogi6 la
secuencia ADLVGKYV, que con excepcion de la ditima V. muestra un 100% de
identldad en Ias 11 secuencias Esta region esta presente también en las PPasas
'vsolubles y de acuerdo a resultados bioquimicos y cristalograficos (Heikinheimo et
e al 1996) esté Involucrada en la unién del metal y del sustrato a la enzima.

‘ SEl segundo desoxioligonucledtido (antisentido) se disefié a partir de la
secuencla AWDNAKK del SC3, esta region contiene varios residuos cargados,

g que en la H* PPasa de frijol mungo, se ha reportado tiene un papel critico en la

- catdlisis de la enzima (Maeshima, 2000).
A continuacion se muestran los oligonucledtidos degenerados utilizados:

Antisentido 5 CTTCTT GGC GTT GTC CCAGGC 3'
c A C
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Sentido & GCC GAT CTG GTG GGC AAG GT 3
G ¢c ¢ ¢ 6 -

Se empleé el uso de codones de Rhodobécter sphaeroides para determinar
las degeneraciones. De acuerdo al gen de R, rubrum el fragmento que flanquean
estos oligonucledtidos, serla una region de 1371 pb.

Amplificacién por PCR,
Utilizando ADN cromosdmico de R. palustris como templado se llevaron a
cabo diversas reacciones de amplificacién como se describe en Materiales y
Métodos.
Para amplificar el fragmento deseado, se variaron:
1) Concentracion de MgClz (0, 2.5 y 5 mM)
2) Concentracion de templado.
3) Con y sin dimetilsulféxido.
También se blllevaron a cabo controles con un solo desoxicligonucleétido
para verificar que lo que se amplificara fuera el producto de ambos cebadores.
Con ‘70 ng de ADN cromosomico, 5 mM MgCl. y en presencia de
: dlmetilsulfoxldb se amplifico una sola banda del tamafio esperado (~1,371 pb).
'Se repitié la amplificacién en las condiciones éptimas para corroborar el
resultado y obtener suficiente material para clonar la banda.
Aungue solo se amplificd una banda, la reaccién de PCR se corrio en un gel
“de égarosa de bajo punto de fusién, se cortd la banda y se purificé por el método
de GENECLEAN Il

4,2.2, Clonacién y secuenciacion del fragmento de ~1,371 pb.

El producto de PCR amplificado se clond en el plasmido PCR™II del
sistema “TA cloning", especial para productos de PCR y que permite la seleccién
por a-complementacion del gen /acZ.
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Se obtuvieron alrededor de 20 colonias transformadas a las cuales se les
extrajo el plasmido, el cual se digiri6 con Eco RI para liberar el fragmento y
comprobar la presencia del inserto de ~1,371 pb. Se escogié una clona para
secuenciarla y verificar que se tratara del gen de la H'PPasa.

El fragmento resulté de 1,296 deoxinucledtidos y la secuencia de
aminodcidos que codifica se comparé utilizando el programa GCG, contra 517,973
secuencias de la base de datos. El andlisis mostré 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
H'PPasa de R. palustris, por lo que se utilizé como sonda para obtener el gen
completo. De acuerdo al gen de R. rubrum faltarlan aproximadamente 560 pb del
extremo 5' y aproximadamente 170 del extremo 3.

4.2.3. Obtencidon de la secuencia completa,

Con el objetivo de encontrar un fragmento de ADN cromosémico que
contuviera el gen completo de la H'PPasa de R. palustris, se realizd una
hibridaciéon homéloga 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 cromosémico de R. palustn's con las siguientes enzimas de restriccién:
Bam Hl, Eco R, Pst ly: Sal l; para Ias cuales no existen sitios de corte en el
: fragmento de 1,296 pb. - g

En la flgura 15 se muestran Ios resultados de Ia hibridacion. Las digestiones con
: Bam HI Eco RI y Pst | revelaron una sola banda de hibridacién cada una con un
 tamario 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. palustris.
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-En-el caso de la dlgestlén con Sal | se observan 2 bandas, una que
predomina, de menos de 2,000 pb y otra de ~ 1,500 pb que indica que el gen esta
fragmentado y que debe tener un sitio Sal | (esto se corroboré al obtener la
secuencia completa del gen).

Debido a que estdbamos interesados en clonar no solo el gen (~2,380 pb)
sino también las regiones adyacentes (promotora y terminadora al menos) se
escogio la digestién con Pst | que da una banda de ~ 5,000 pb que se espera que
contenga el gen completo y quiza las regiones deseadas.

M 1 2 34 M M* M1 2 3 4 M

Fig. 15. Hibridacién tipo Southern del ADN cromosdémico de Rhodopseudomonas palustris
con la sonda de 1296 pb. Digerido con: Bam Hi, Eco RI, Pst1y Sal ! (Carriles 1,2, 3y 4 ).
Estandares de peso molécular A Hind Ill (M) y escalera de 100 pb (M*). A)Electroforesis de las
digestiones en gel de agarosa 1%. B) Patron de hibridacién con la sonda de 1,296 pb

Clonacién de la banda Pst |.

Para clonar la banda de Pst |, se digiri6 suficiente cantidad del ADN cromosomal
de R. palustris con la enzima, se corrié en un gel bajo las mismas condiciones del
anterior y se corté una zona que abarcaba la regién del R; de la banda que
hibridizé. Este fragmento se clon6 en el vector pBluescript y se transformé en E.
coli NM522 seleccionando a las transformantes por o complementacion.

*2"1S CON
FAL.A iE ORIGEN "
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Hibridacion en colonia y secuenciacién.

Para identificar cual(es) de la(s) transformantes contenla el gen de la
H'PPasa, se realizé hibridacién por colonia.

Se parcharon 800 colonias por duplicado en cajas de Petrl, una de ellas con
membrana de nitrocelulosa para realizar una hibridacién con la sonda de 1296 pb.

Diez clonas mostraron mayor intensidad en la séhai con respecto a los
controles. Estas clonas se recuperaron, se les extré]o el plasmido, se digirleron
con Pst | y se realizd una nueva hlbrlqacibﬁ tlﬁo;_ $Quthern de las bandas
obtenidas, g

En la Fig. 18 se muestra que solo una de las clonas contenla un fragmento
_ de ~5,000 pb que hibridizé contra la sonda de 1,206 pb, indicando la presencia
- del gen completo de la H'PPasa de R. palustris. Esta colonia se denomind
NM522-B-5,000 y se guardd en coleccion. El plasmido (B-5000) se purifico y se
secuencid parcialmente utilizando en primer lugar oligonucledtidos disefiados a
partir de la secuencia del fragmento de 1,296 pb que ya se conocia. Conforme se
fue conociendo la secuencia, se disefiaron nuevos oligonucledtidos internos hasta
conocer completamente la secuencia de la H'PPasa de R. palustris. Los
oligonucleétidos empleados se muestran en Materiales y Métodos. La secuencia
fue verificada en ambos sentidos.
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A B

12345*678910* 12345*678910"*

Fig 16. A) Digestion del plasmido pBluescript con el inserto clonado en Pstl. Carriles 1-5y
7-11 diferentes clonas con aparente sefial positiva; 7 y 12 Marcador de peso molecular A Hind 1],

EcoRI.
B} Hibridacién con la sonda de 1296 pb del gen de la H® PPasa de R. palustris. Se marca

con una flecha el inserto con sedal positiva
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4.24, Secuencia de la H'PPasa de R. palustris.

La Fig. 17 muestra la secuencia de nucleétidos completa de la H* PPasa de
R. palustris, Esta secuencia fue dada de alta en Gen Bank, con el nimero de
acceso: AF 325217, La parte codificante estd compuesta por 2,178 pb, su
contenido de G+C es de 69%.

Al igual que su gen homélogo en R. rubrum presenta 2 posibles codones de
iniclo, asi como sus 2 respectivas regiones de unién al ribosoma (Shine-Dalgarno).
También al igual que en R. rubrum, después del coddn de término se encuentra
una regién terminadora de la traduccion tipo rho independiente, la cual consiste
en una regidn invertida repetida, rica en G+ C, seguida de una-regién ricaen T.

El andlisis de la secuencia rio arriba del primer posible codén de inicio del
gen de la H'PPasa de R. palustris revelé la existencia de una probable regién ~35
consenso (TTGAC) para la unién del factor o-70 ubicada a 37 pb del posible inicio
de la transcripcion (en este estudio no se determind y solo se puede especular su
localizacién baséndose en la comparacién de la secuencia con la de su gen
homélogo en R. rubrum), la cual es idéntica a ia reportada para la ARN polimerasa
o-70 de Rhodobacter capsulatus (Cullen et al. 1997). Cabe destacar que no se
encontré una secuencia ~10 consenso (TATAAT), sin embargo existe una regién
rica en A-T localizada a 11 pb del posible +1, tomando en cuenta que en R.
capsulatus el Uinico consenso de estas secuenclas es el alto contenido en A-T es
probable que funcione como regién ~10 consenso, sin embargo esta secuencia
tiene una separacion de 21 pb de la correspondiente regién 35, lo cual excede la
longitud optima (aproximadamente 17 pb), a ia cual las parejas de regiones -35 y
-10 funcionan .
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-35 ~10

cggecgtcfftgackcggetcatccggecactcggfacataggaaaace
+1
ccc[kccgagcqtgatagccttcacatagcatgccgcqccagccqccccgaagcgcccgq
gcgygcgtgcgagagatagagagaagagactagaccecgaacgagaggaaggagetcetttce

atgacgacaagttngcgctgtacctqgcgctggngngccr_ggcgqccgtgctctac

lMTTSLALYLI\LGCGLAI\VLYZO

BIAGFVLGI\VLSGI\CGEIGMNV100

chgtgcchccaacqtgcgcaccchcaqgcqgccaccaaggqcatcgqcccqgcactg

+ 360
120

B e e il S ALt 420
ITGMLVVGLGLLNO

------------ D I )
: L S GG I HADTPATL 160

1
161KPLLGLAFGSSLISIFI\RLG180

ggcggcaLcttcaccaagggcgccgacgthgcgcggacctqgtgggcaaggtcgaggcc
D e e ———te ---+ 600
181 G G I F‘ T K G A DV GA DL VG K VE A 200

agca\:Cccrgagqacgacccgcgtaacccgqm}gtqatcgccqacaacgtcggcgacaac
+

gtcqchactgcgccggcatggccgccgacctgttcgagacctacqccgtganctgatc

661 --- B LT BT + 720
221VGDCAGMAI\DL 240
gcggcgatggcgctgggcgcgctgctgctgcccaacgcqgcgctqgt:cgcgchgtctac
------------------------------------------------------ + 780

781 ----- Hmmmmmeen ---- -- 840
261PLVLGGVSIIASXIGCAFVK 280
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gccagccccggcatqaagaacqtgatgccgg:gctctacaaqggqctgatcgthccggt
1 -t
28lA 8 P G M K N vV M P AL Y K G L I vV A G

gccatctcgccggtgtttttCttCttcgtcacchcatggtgatgcccgacgatgcgctc

ggagcgggcacgcagatgcggctgLtcgchcctchtcgchgchggtqctgacggcq

3216 A G T QMR LF G A CV V G L V L T A

gcgatgqtctggqtcaccgagtaCtaCaccggcacgcagtLcaagccggtgcagcacgtc
1

521 A M E A vV G R A A G s vV Vv V E V R R QO F

cgcgacatcaagggcatcatggaaggcaccgccaagecggagtacggcacecgeggtegac
1621 + === --- +
541 R D I K G I M E G T A KUPEYGTR AUV D

atgctgaccaccgcqgcqatcaaggaqatgatcgtgccgtcgctgctgccgqthtggcq

561 M L T T A A I K EM I V P S L L P vV VvV A

ccgatecctggtcggeatgetgotcggeceggeggegctgggeggeetgetgatgggcace

900
300

960
320

1020
340

1080
360

1140
380

1200
100

+ 1260

420

1320
440

1380
460

1440
480

1500
500

1560
520

1620
540

+ 1680

560

1740
580
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1113 e T - 1860
GOIIVTGIFVGISMCTGGGAWDN 620

gLgcagccggccgaqaccgcqccgchachcggcqchccgaquccgagccctcggcc
B R B e e At B L + 2160
01V QP A E T A P A M P A A P M A E P S A 720
— ———e
ccggccgcgtcgcagtaaqctc(cgqtcLLtcccqcacgtgccggcgccCchqqchcc
2178

721P A A S Q ¢ 129
—_—
ggccttitttcgroatgtccgagaagectoeccgaggtegecgecggagatceegegettteg

tecgetgeeg

Flg 17. Secuencia de nucledtidos del gen de la H'PPasa de Rhodopseudpomonas palustris,
Se muestran las posibles regiones ~35, -10 y + 1, los codones de Inicio y término(negritas), asi
como las regiones de unidn a ribosoma (doble subrayado) y la regién lerminadora rho-
independiente (flechas).
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A partlr' de la secuencia de nuclettidos, se obtuvo la secuencla de
aminodcidos (Fig. 17). La proteina tiene 725 aminoacidos y una masa molecular
calculada de 73,7 kD;j en el caso de que se inicie en el primer coddn, mientras
que seria de 708 amlnéé‘cldos, con un peso de 72 kDa si inicia en el segundo. Su
punto isoeléctrico tebrico es de 5.75 independientemente de cual sea el inicio de la
secuencia. T

La compara‘biény de la secuencla de aminoacidos de la H'PPasa de R.
palustris con las secuencias de las bases de datos incluidas en el GCG, muestra
que presenta una alta similitud con las H'PPasas encontradas en otras especies
principalmente con la de R. rubrum, perteneciente a su misrﬁa famitia 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, palustris contiene los tres segmentos
conservados (Fig. 18). '
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Tabla, 7, Identidad y similitud entre la H'PPasa de Rhodopseudomonas

palustris y las H'PPasas reportadas.

Organismo % ldentidad % Similitud
Rhodospirillum rubrum 63.4 70.9
Pyrobaculum aerophilum 43.8 54.9
Thermotoga maritima 415 50.2
Acetabularia acetabulum 48,2 56.7
Chara corallina 39.5 49.2
Arabidopsis thaliana 41.8 49.9
Beta vulgaris (Betabel) 41.5 50.2
Oryza sativa {Arroz) 41.5 49.4
Nicotiana tabacum (Tabaco) 41.8 48.6
Hordeum vulgare (Cebada) 4.7 49.7
Cucurbita moschata (Calabaza) 41.8 49.6
Vigna radiata 41.8 50
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R, palustris
Rhodospirillum rubrum
Thermotoga maritima
Pyrobaculum aerophilum
A. acetabulum
Chara corallina
Cucurbita moschata
Vigna radiata
Nicotiana tabacum
Hordeum vulgare
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris
consenso

R. palustris
Rhodospirillum rubrum
Thermotoga maritima
Pyrobaculum aerophilum
A. acetabulum
Chara corallina
Cucurbita moschata
Vigna radiata
Nicotiana tabacum
Hordeum vulgare
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris
consenso

R. palustris
Rhodospirillum rubrum
Thermotoga maritima
Pyrobaculum aerophilum
A. acetabulum
Chara corallina
Cucurbita moschata
Vigna radiata
Nicotiana tabacum
Hordeum vulgare
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris
consenso

NTIVSETAVL IFIPAACVIG
VTILPDLGTE IFIPVCAVIG
AATLPDLGTE ILIPVCAVIG
SALLPDLGTQ 1VIPVCAVIG
MAILGELGTE ILIPVCGVIG
AAILPDLATQ VLVPAAAVVG
PALLPELWTE ILVPICAVIG
~~~~~ MISDLATE IFIPVCAVIG

100
~MTTSLALYL

~~MNMISYAL
~~~~~ MGQTITY
YPLMGDEGLE

ILFAVLQWSYV VGKISVRPSG
IVFSLVQWYY VSQVKLSPGR DAAHNN.SA.
IAFALFQWLL VSKVKLSAVR DASPN...A. AAKNG..YND
IVFSSFOWYL VSSEH GATSPS,SNK NNKNG..YGD CLIEEEEGIN
IVFAVAQWFI VSKVKVTPG. ...AAS,AAA GAKNG..YGD YLIEEEEGLN
IAFAVVQWVL VSKVKMTAER RGGEGSPGAA AGKDGGAASE YLIEEEEGLN
IAFSLFQWYV VSRVKLTSDL GASSSG.GAN NGKNG..YGD YLIEEEEGVN
Y. ISCYQWFL VSKVKVSTDR HVNNGG.SA. ..KNG..FND YLIEEEEGVN

101 150
.ALGCGLAAV LYGFIQRGWI LAQDAGNARM QEIAGAIQQG AAAYLARQYK
FVVAAALAAL GYGALTIKTI MAADAGTARM QEISGAVQEG ASAFLNRQYK
~~MYVAALFF LIPLVALGFA AANFAAVVRK PEGTERMKEI SSYIRSGADS
LGVILGISGV IYAVYLAVWV LRQDPGNEKM RFISQAIATG ARAYLFROQYR
AIPVFGVLAL LYTFWRSSWV SKQEVGTERM GRIAKNITDG AMAFLKAEYR
DSSVVTRCAE IQEAISEGAV SFLMTEYKYL SYFMVGFFIV IFAFLGATED
DHNVVIKCAE IQSAISEGAT SFLFTEYKYV GIFMVLFAVL IFVFLGSVES
DHNVVVKCAE IQNAISEGAT SFLFTEYKYV GIFMVAFAIL IFLFLGSVEG
DHNVVAKCAD IQNAISEGAT SFLFTEYQYV GIFMIAFAIL IFLFLGSVEG
DHNVVVKCAE IQTAISEGAT SFLFTMYQYV GMFMVVFAAI IFLFLGSIEG
EHNVVEKCSE IQHAISEGAT SFLFTEYKYV GLFMGIFAVL IFLFLGSVEG
DQSVVAKCAE IQTAISEGAT SFLFTEYKYV GVFMIFFAAV IFVFLGSVEG
DONVVAKCAE IONAISEGAT SFLFTEYQYV GVFMCAFAVL IFVFLGSVEG

ESTA TESIS NO SALY
DF LA BIBLIOTECA
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R. palustris
Rhodospirillum rubrum
Thermotoga maritima
Pyrobaculum aerophilum
A. acetabulum
Chara corallina
Cucurbita moschata
Vigna radiata
Nicotiana tabacum
Hordeum vulgare
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris
consenso

R. palustris
Rhodospirillum rubrum
Thermotoga maritima
Pyrobaculum aerophilum
A, acetabulum
Chara corallina
Cucurbita moschata
Vigna radiata
Nicotiana tabacum
lfordeum valgare
Cryza sativa
Arabidopsis thaliana
Heta vulgaris
consenso

K. palustris
Rhecdospirillum rubrum
Thermotoga maritima
Pyrobaculum aerophilum
A. acetabulum
Chara corallina
Cucurbita moschata
Vigna radiata
Nicotiana tabacum
Hordeum vulgare
Jryra sativa
Arabidopsis thaliana
Keta vulgaris
consenso

151
TIAIVGAVLA
TIAVVGAVVF
FLAHETKAIF
TLAVL.,LVIL
VLAIFVIAVA
FGTDRKPCEW
FSTKPQPCTY
FSTSPQACSY
FSTSSQPCTY
FSTKGQPCTY
FSTKSQPCHY

ILIFFF....
VILTAL....
KVAIVIAILL
AVLILVAIDM
ILLGISGNRE
DATKLCGSGV
DKTRTCKPAL
DKTKTCKPAL
NKEKRCKPAL
SK.GTCKPAL
SKDRMCKPAL
FSTDNKPCTY DTTRTCKPAL
FSTESQPCTY SPLKKCKPAL
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VRANVRTAQA
VRANVRVAAG
TRANVRVAEA
TRSASRVA.Q
TKANVRTTNA
TFANARTRSR
TYANARTTLE
TYANARTTLE
TYANARTTLE
TYANARTTLE
TYANARTTLE

AT. .KGIGPA
AQ. .QGLARG
ARTTKKIGPA
AAATGGMGKA
AR, .SSLGRA
RG. .GGVGPA
AR, . KGVGKA
AR, .KGVGKA
AR. .KGVGKA
AR. . KGVGKA
AR. . KGVGKA
TYANARTTLE AR..KGVGKA
TDANARTTLE AR..KGVGKA
..... R-sms cmmmmmeee
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LSGGIH.... ....ADPAT,
LVGIGA.... ....TGRAL.
GKWMGQVDNL NIYTNWLGIN
RSVLPDDWAV ..
YSNIGW.... ...
QRYYGD. ... ...
KLYYGD.... ...
KIYYGD.... ...
KLYYGD.... ...
KMYYGD. ... ...
GIYYGD.... ...
KIYYGD.... ...
KLYYGD.... ..

+DINRV.
+DWIGL.
« DWGGL.
+ DWGGL.
+ DWEGL.
+ DWEGL.
. DWEGL.
. DWEGL.
DWEGL.

++«LGGLTAA
«++ LGISVGF
MIFTTWQTGV
PRRTFGLTAL
G..TSPLIAV
M. .NALLSAV
A. . TAIFSTV
A. . TAIFSTV
A..TAIFSTV
Y..TALFSTA
A. . NAIFSTV
M. TAAFSTI
A. . TALFSTV

LDVAFKGGAI
LELAFQSGAV
LKVAYQGGSV
LLVSWRAGAV
LEVAFAGGSV
FKAAFRSGAV
FITAFRSGAV
FITAFRSGAV
CLV.....QV
FITAFRSGAV
FITAFRSGAV
FIVAFRSGAV
FIIAFRSGAV

+«..LKPLLG
.+« IDPLVA
FVPFAMTVSG
.. PLVA
LITVITG
«YESIAG
.FESITG
.FEAITG
.FEAITG
. .FESITG
.FEAITG
.FEAITG
«...FEAITG
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GFVLGAVLSG ACGFIGMNVS
GFLIGAVCSG IAGYVGMYIS
AFLLGAVMSA SAGIVGMKMA
AFIVGALGSM LAGYLGMYVT
SFILGAICSA LAGYIGMIVA
AFALGAITST LCGFLGMKIA
SFLLGAVTSV VSGFLGMKIA
SFLLGGVTSL VSGFLGMKIA
SFLLGAITSV 1SGFLGMKIA
SFLLGAITSL VSGFLGMKIA
AFVLGAVTSL VSGFLGMKIA
AFVLGAVTSV LSGFLGMKIA
SFLLGAITSV VSGFLGMKIA
~F--G~~-§- --G--GM---

250
LGVSLFF.WF
LSVAFYY.IL
LGLVLVYLIF
LLISGFYLVF
LGLGTLF.LA
IVLYFTILIF
LVLFIAINLF
LVLYIAINLF
LVLYIAINLF
VVLYITINVE
VVLYIAINLF
MGFLLAASGL LVLYITINVF
MGFLLAANGL LVLYIAINLL
F T

TGMLVVGLGL
TGMLVAGLAL
MGLSVGGFAL
MGLSLASIAL
MGLGVVGLGY
MGFLLTSLGL
MGFLLAANGL
MGFLLAANGL
MGFLLAANGL
MGFLLSSSGL
MGFLLAASGL
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LAFGSSLIST FARLGGGIET]
LGFGASLIS1 FARLGGGIFT
YALGCSIIAM FDRVGGGVYT
LGFGASLVTL FMRVGGGIYT
FSFGASSIAL FARVGGGIYT
YGLGGSSVAL FGRVGGGIYT
YGLGGSSMAL FGRVGGGIYT
YGLGGSSMAL FGRVGGGIYT
YGLGGSSMAL FGRVGGGIYT
YGLGGSSMAL FGRVGGGIYT
YGLGGSSMAL FGRVGGGIYT
YGLGGSSMAL FGRVGGGIYT
YGLGGSSMAL FGRVGGGIYT
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R. palustris
Rhodospirillum rubrum
Thermotoga maritima
Pyrobaculum aerophilum
A, acetabulum
Chara corallina
Cucurbita moschata
Vigna radiata
Nicotiana tabacum
Hordeum vulgare
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris
consenso

R. palustris
Rhodospirillum rubrum
Thermotoga maritima
Pyrobaculum aerophilum
A, acetabulum
Chara corallina
Cucurbita moschata
Vigna radiata
Nicotiana tabacum
Hordeum vulgare
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris
consenso

R, palustris
Rhodospirillum rubrum
Thermotoga maritima
Pyrobaculum aerophilum
A, acetabulum
Chara corallina
Cucurbita moschata
Vigna radiata
Nicotiana tabacum
Hordeum vulgare
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris
consenso
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KGADVGADLV

GKVEASIPED DPRNPAVIAD NVGDNVGDCA GMAADLFETY

KCADVGADLV
KAADMAADLV
KAADLGADLY
KAADVAADLV
KAADVGADLV
KAADVGADLV
KAADVGADLV
KAADVGADLV
KAADVGADLV
KAADVGADLV
KAADVGADLV
KAADVGADLY

GKVEAGIPED
GKTELNLPED
GKVEAGIPED
GKVEAGIPED
GKVERNIPED
GKVERNIPED
GKVERNIPED
GKVERNIPED
GKVERNIPED
GKVERNIPED
GKIERNIPED
GKVERNIPED

DPRNPAVIAD
DPRNPATIAD
DPRNBPGVIAD
HPLNPATIAD
DPRNPAVIAD
DPRNPAVIAD
DPRNPAVIAD
DPRNPAVIAD
DPRNPAVIAD
DPRNPAVIAD
DPRNPAVIAD
DPRNPAVIAD

NVGDNVGDCA
NVGDNVGDVA
NVGDNVGDVA
NVGDNVGDVA
NVGDNVGDIA
NVGDNVGDIA
NVGDNVGDIA
NVGDNVGDIA
NVGDNVGDIA
NVGDNVGDIA
NVGDNVGDIA
NVGDNVGDIA

GMAADLFETY
GLGADLLESF
GMAADVYESY
GMGADLFESY
GMGADLFGSL
GMGSDLFGSY
GMGSDLFGSY
GMGSDLFGSY
GMGSDLFGSY
GMGSDLFGSY
GMGSDLFGSY
GMGSULFGSY

[K-AD~-ADLV

GK-E~--PED -P~-NP--IAD NVGDNVGD-A
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AVTLIAAMAL
AVTVVATMVL
VGAIVSSIIL
IVTVTAAIFL
VGSIIGTMVL
AESTCARLVV
AESSCARALVV
AESSCAALVV
AESSCAALVV
AESSCAALVY
AESSCAALVY
AEASCAALVV
AEASCAALVV

401

IASIIGCAFV
LASILGTKFV
GCSMLGILYV
VATFAGVNLL
ITSIVGTFFV
ITTLVATDLT
ITTLFATDFF
LTTLFATDFF
ITTLFATDFF
LTTLFATDEF
ITTLFATDFF
ITTLFATDFF
VTTLFATDFF
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JLL Lo o 0PN OLUAALLAMAY Y LGGVS I
LIF Foo o0 AG VPAMT ., SMMA LAIGGVCI
KIGENLVHQY PKETIQALIS YPIFFALVGL
.o PTQFIEA I.ILFAALAL
* IGVAGFQETH DFNGL.NAVL LZLVLAGTG:
DFGKEMNYVA MSFPL.LITG AGIL...VCL
PFGNNHELTP MLYPL.IVSS
5 SFGLNHELTA MLYPL.IVSS
SFGIDHDFTA MCYPL.LISS
SFGINHDFTA MCYPL.LVSS
SFGINHEFTP MLYPL,LISS
AS. SFGINHDFTA HCYPL.LISS
AS SFGINHEFTA MCYPL.LISGE

GA.....
AS....

ASYMFPIYVQ
AATLGL....
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PALYKGLIVA GAISLVFFFF WTRMVMP, ..
GALYRGFLVS AGASFVGIIL ATAIVPG..T
RELNISLWTS ALLTVVLTAF LTYFYLKDL?T

KASPGHMKNVM
KLGP,KNNIM
IVKKPSDNPQ
KT.TGVKHPL
KVKEG.GNPQ
SGVSNIKGIE
E.IKAVKEIE
E.IKAVKEILE
E.IKAVKEIE
E.IKAANEIE
E.IKAVDEIE

SSISLA.IYA TIGLTVVLFF IGAFTLGLDS
KALNTGEFLA SGIMLVLTYL IVDWMLP...
PALKQQLVIS TVLMTPVIAL LAWGCLPDTT
PALKKQLIIS TVLMTFGIAI YTWLSVPSS?
PALKKQLVIS TVLMTIGVAV %SEVALPTSF
PALKNQLIIS TAIMTVGIAI WTWTCLPSST
PALKKQLIIS TALMTVGVAV I3SWLALPAKT
PALKKQLIIS TVVMTVGIAL VSWLGLPYSY
E.IKLVKEIE PALKNQLIIS TVIMTVGIAI VSWVGLPTSF
E.IKAVKEIE PALKKQLIIS TVLMTVGIAI ITWIALPSST
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R. palustris
Rhodospirillum rubrum
Thermotoga maritima
Pyrobaculum aerophilum
A. acetabulum
Chara coralllna
Cucurbita moschata
Vigna radlata
Nicotiana tabacum
Hordeum vulgare
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris
consenso

R. palustris
Rhodospirillum rubrum
Thermotoga maritima
Pyrobaculum aerophilum
A, acetabulum
Chara corallina
Cucurbita moschata
Vigna radiata
Nicotiana tabacum
Hordeum vulgare
Oryra sativa
Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris
consenso

R, palustris
Rhodospirillum rubrum
Thermotoga maritima
Fyrobaculum aerophilum
A. acetabulum
Chara corallina
Cucurbita moschata
Vigna radiata
Nicotiana tabacum
Hordeum vulgare
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris
consenso
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DDALGAG. ..
GDIQGANGVL
GLDVVGFR. .
Tovvenn
STWTSATGVS
EIINGAETKV
TIFNFGTQKV
TIFNFGVQKD
TIFNFGTQKV
TIFNFGAQKE
TIFNFGAQKT
TIFNFGTQKV
TIFNFGTQKV

VVGLVLTAAM
VIGLLVTGLL
IIGIFSGILI
SLGAVIAPLI
IFGLVAGLLI
ACGLWAGLLI
AVGLWAGLII
AVGLWAGLII
AVGLWAGLII
AVGLWAGLII
AVGLWAGLII
CVGLWAGLII
CVGLWAGLII

VWVTEYYTGT
IWVTEYYTGT
GFWAEYYTSY
VKITDYYTSY
GMITEFYTGT
GYTTEYFTSH
GFVTEYYTSN
GFVTEYYTSN
GFVTEYYTSN
GFVTEYYTSN
GFVTEYYTSN
GFVTEYYTSN
GFVTEYYTSN

. TOMRLFGAC
YSGFDLFLCA
FGAISPWFSA
. KALALAATT
YSSFGVFMAV
VKKWYMFFCV
VTNWKLFLCV
VKSWQLFLCV
VKNWOLFLCV
VSNWGLFFCV
VYNWQLFLCV
VKNWOLFLCV
VENWQLFLCV
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QFKPVORVAQ
NFRPVRSVAK
RYKPTQFLSK
NYGPVRKIAE
GTRPVKGIVS
QFTPVRDVAD
AYSPVQDVAD
AYSPVQDVAD
AYSPVQDVAD
AYSPVQDVAD
AYSPVQDVAD
AYSPVQDVAD
AYSPVODVAD
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ASTTGHGTNI
ASTTGHGTNV
SSIEGTGMVI
QAKISPATVI
QSLTGSATNI
SCRTGAATNV
SCRTGAATNV
SCRTGAATNV
SCSTGAATNV
SCRTGAATNV
SCRTGAATNV
SCRTGAATNV
SCRTGAATNV
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.+« LAGLYG
«.LSGLFG
... FAGLYG
LSKYLAGIFG
... .FAGLYG
.+ LAAMYG
+. o FARMYG
«+ o« LAAMYG
«+« FAAMYG
.« IAAMYG
++ . LAAMYG
.+« FAAMYG
.+ . FAAMYG

IAGLGVSMKS
IQGLAISMEA
SNGLSLGMKS
ITGYGVGLMS
IAGLGVGMQS
IFGLALGYKS
IFGLALGYKS
IFGLALGYKS

TAWPVIFVCL
TALPALIICA
VFPPTLTLVL
RIPVIAVIVA
TAIPIVILAA
VIIPILAIAF
VIIPIFAIAV
VIIPIFAIAI
IFGLALGYKS VIIPIFAIAI
IFGLALGYKS VIIPIFAIAV
1FGLALGYKS VIIPIFAIAF SIFLSFS...
IFGLALGYKS VIIPIFAIAI SIFVSFS...
IFGLALGYKS VIIPIFAIAV SIFVSFS...

AIYGAYA...
ATITTYQ...
GILFADY...
VLGISYMIGY
AIIGAHE...
TVFVSHT. ..
SIFVSFT...
SIFVSFT...
AIFVSFT, ..
SIYVSFS...
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IAIAATSMLS MAGIVVARDA YGPITDNAGG

IAEMSGLFDS)

IAITVTSMLA
VAIAALGMLS
TAMASVGLLV
IATAAVGMLS
IACAALGMLS
IAVAALGMLS
IAVAALGMLS
IAVAALGMLS
IAMAALGMLS
VAVAALGMLS

LAGMVVALDA YGPVTDNAGG
FVATSVSVDS YGPIADNAGG
VAGIIITADS YGPVSDNAGG
NTGIQLAVDA YGPISDNAGG
TLSTCLAIDA YGPISDNAGG
TIATGLAIDA YGPISDNAGG
TIATGLAIDA YGPISDNAGG
TIATGLAIDA YGPISDNAGG
TMATGLAIDA YGPISDNAGG
TIATGLAIDA YGPISDNAGG
VAVAALGMLS TIATGLAIDA YGPISDNAGG
VAVAALGMLS TIATGLAIDA YGPISDNAGG

IAEMANLPED
ISEMCELDPE
VVEMAGLPDE
IAEMGELPKE
TAEMAEMGPA
TAEMAGMSHR
IAEMAGMSHR
IAEMAGMSHR
IAEMAGMSHR
IAEMAGMSHR
IAEMAGMSHR
TAEMAGMSHR
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R, palustris [VRDITDPLDA VGNTTKAVTK GYATGSAGLA ALVLFADY[TH AL........
Rhodospirillum rubrum VRKTTDALDA VGNTTKAVTK GYAIGSSGLG ALVLFAAYTE DLAFFKANVD
Thermotoga maritima VRKITDHLDA VGNTTAAIGK GFAIGSAIFA ALSLFASYM. ...FSQISPS
Pyrobaculum aerophilum VREITDVLDS VGNTTKATTK GYAIASAALA ALVLFIALIF EIVYSASKIL
A. acetabulum VRGRTDKLDA VGNTTAAIGK GFAIGSAALT ALALFAAFME
Chara corallina IREKTDALDA AGNTTAAIGK GFAIGSAALV SLALFGAYIN
Cucurbita moschata IRERTDALDA AGNTTAAIGK GFAIGSAALV SLALFGAFVS
Vigna radiata IRERTDALDA AGNTTAAIGK GFAIGSAALV SLALFGAFVS
Nicotiana tabacum TRERTDALDA AGNTTAAIGK GFAIGSAALV SLALFGAFVS
Hordeum vulgare IRERTDALDA AGNTTAAIGK GFAIGSAALV SLALFGAFVS
Oryza sativa IRERTDALDA AGNTTAAIGK GFAIGSAALV SLALFGAFVS
Arabidopsis thaliana IRERTDALDA AGNTTAAIGK GFAIGSAALV SLALFGAFVS
Beta vulgaris IRERTDALDA AGNTTAAIGK GFAIGSAALV SLALFGAFVS

consenso [-R--TD-LD- -GNTT-A--K G-AI-S§---- -L-LF---J-- ---e-ua-uo

651 7¢0
R. palustris .. .EARGMSL SFD...LSDH RVIVGLFIGG LIPYLFASIA MERVGRAAGS
Rhodospirillum rubrum AYPAFAGVDV NFS...LSSP YVVVGLFIGG LLPYLFGSMG
Thermotoga maritima DIGKPFSLVL LLN.. . MLDA RVIAGALLGA AITYYFSGYL
Pyrobaculum aerophilum GKGIVDMISE SLSGLQLINA NVLIGAFLGV ALVYFFSSRT
A, acetabulum veeee. ADP LVMAGLFLGG MLPFLFSSLA
Chara corallina KEFVGLIVGA MLPYWFSAMT
Cucurbita moschata P KVFIGLIVGA MLPYWFSAMT
Vigna radiata P KVFIGLIVGA MLPYWFSAMT
Nicotiana tabacum .P QVFIGLIVGA MLPYAWFSAMT
Hordeum vulgare .P KVFIGLIVGA MLPYWFSAMT

P

P

P

g

Oryza sativa KVFIGLIVGA MLPYWFSAMT
Arabidopsis thaliana KVIIGLLVGA MLPYWFSAMT
Beta vulgaris KVFIGLIVGA MLEPYWFSAMT

CONSENE0 ~==—--rm=w= —o-occeoo=o —-oe G-=-G~ ~---- Fr---
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R. palustris VVVEVRRQFR DIKGIM.... ..c.ivvvvn ou ..
Rhodospirillum rubrum VVEEVRRQFR EIPGIM.... .......... ‘e
Thermotoga maritima MVDEIRRQAR EIPGLL.... .......... Ceere e
Pyrobaculum aerophilum IVEEIRRQFR EKPGIL.... «...uivvvut vvnniinnnns
A. acetabulum MIQEVRRQFK TIPELKARALD TMRKNDGKEF AEWSEADQTI
Chara corallina MVEEVRROFN TIAGLM.... +.vevinvns ouu e
Cucurbita moschata MVEEVRRQFN TIPGLM.... +euevuiiesve v e
Vigna radiata MVEEVRROFN TIPGLM.... tiuiuitiieren tunnaveens
Nicotiana tabacum MVEEVRRQEN TIPGLM. ... tevtivetecnr suaonnines
Hordeum vulgare MVEEVRRQFN TIPGLM. ... tvivvteens vvervvnnnn
Oryza sativa MVEEVRRQEFN SIPGLM.... +ivouivivrin tuivvaniaes
Arabidopsis thaliana MVEEVRRQFN TIPGLM. Cesa b eaes saaeeeenas

Beta vulgaris MVEEVRRQFN TIPGLM.
consenso ---E-RRQ-- =---—-—neo ————
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R, palustris GTAVDMLTTA AIKEMIVPSL LPVVAPI.LV GMLLGPA... ....ALGGLL
Rhodospirillum rubrum GRCVDMLTKA AIKEMIIPSL LPVLAPIVLY FVILGIADKS AAFSALGAML
Thermotoga maritima NRCIEITSDN ALKQMGYPAF IAILTPLVTG FLL....... .GAEFVGGVL
Pyrobaculum aerophilum ARVVDIATRR ALGEFLIPGL AAIVLPLITG LLL....... .GWNALAGLI
A. acetabulum SKCVEISTKA SIREMVLPGL IAVLTPVVIG F........A GGAEMLGGLL
Chara corallina KRCVEISTDA SLREMIPPGC LVMLTPLVVG GLL..... .. GKETLAGIL
Cucurbita moschata ATCVKISTDA SIKEMIPPGA LVMLTPLIVG ILF....... .GVETLSGVL
Vigna radiata ATCVKISTDA SIKEMIPPGA LVMLTPLVVG ILF....... .GVETLSGVL
Nicotiana tabacum ATCVKISTDA SIKEMIPPGA LVMLTPLIVG IFF....... .GVETLSGVL
Hordeum vulgare ATCVKISTDA SIKEMIPPGA LVMLTPLIVG TLF....... ,GVETLSGVL
Oryza sativa ATCVKISTDA SIKEMIPPGA LVMLSPLIVG IFF....,... .GVETLSGLL
Arabidopsis thaliana ATCVKISTDA SIKEMIPPGC LVMLTPLIVG FFF....... .GVETLSGVL
Beta vulgaris ATCVKISTDA SIKEMIPPGA LVMLTPLIVG IFF....... .GVETLSGVL
CONSENSO =-~-—w==== ——==---- | P---= emmmmmmmee cmm—mmeeee
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R. palustris MGTIVTGIFY GISMCTGIGGA WDNAKKLIEE GFTDANGVLH KKGSEAHKAR
Rhodospirillum rubrum LGVIVTGLFY AISMTAGGGA WDNAKKYIED GHYGG..... .KGSEAHKAA
Thermotoga maritima IGTVLSGAML AILTANSGGA WONAKKYLEA GNLEGYG... .KGSEPHKAL
Pyrobaculum aerophilum MGAIVAGVPR ALLMANAGGA WDNAKKYIE. ....... IQG LKKTEMHKAA
A. acetabulum AGVTVSGVLM AIFQSNSGGA WDNAKKMFEE G.VEIDGQMH YKGSDAHKAA
Chara corallina AGALVSGVQI AISASNTGGA WDNAKKYIEA GGNDHARTLG PKGSDCHKAA
Cucurbita moschata AGSLVSGVQI AISASNTGGA WDNAKKYIEA GASKHARTLG PKGSDPHKAA
\'igna radiata AGSLVSGVQI AISASNTGGA WONAKKYIEA GASEHARSLG PKGSDCHKAA
Nicotiana tabacum AGALVSGVQI AISASNTGGA VWDNAKKYIEA GASEHARTLG PKGSEPHKAA
Hordeum vulgare AGALVSGVQI AISASNTGGA WDNAKKYIEA GNSEHARSLG PKGSDCHKAA
Oryza sativa AGALVSGVQI AISASNTGGA WDNAKKYIEA GASEHARTLG PKGSDCHKAA
Arabidopsis thaliana AGSLVSGVQI AISASNTGGA WDNAKKYIEA GVSEHAKSLG PKGSEPHKAA
heta vulgaris AGSLVSGVQI AISASNTGGA WDNAKKYIEA GASEHARSLG PKGSEPHKAA
consenso  ~G----G--- —-=----- [GGA_WDNAKK--E- ---------- = K---~HKA]
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R. palustris [VTGDTVGDPY KDTAGPAVNP LIKIJINIVAL LIVPLLPLAS NPVKASHAEP

Rhodospirillum rubrum VTGDTVGDPY KDTAGPAVNP MIKITNIVAL LLLAVLAH~~ ~~~~~aw~as
Thermotoga maritima VIGDTVGDPL KDTVGPSLDI LIKIMSVVSV IAVSIFKHVH LF~~~~~~~~
Fyrobaculum aerophilum VIGDTVGDPM KDTVGPSLNP LIKVLNTLSV VFTYVIVSTN IALGIWPSGL

A. acetabulum VVGDTVGDPF KDTSGPSPNI LLKLMSVVAL VIAPFLD.QS TKNTLOVLEP
Chara corallina VIGDTVGDPL KDTSGPSLNI LIKLMAVESL VFAPFFKTYG GVLFVLWDKF
Cucurbita moschata VIGDTIGDPL KDTSGPSLNI LIKLMAVESL VFAPFFASHG GLLFKIF~~~
Vigna radiata VIGDTIGDPL KDTSGPSLNI LIKLMAVESL VFAPFFATHG GLLFKIF~~~
Nicotiana tabacum VIGDTIGDPL KDTSGPSLNI LIKLMAVESL VFAPFFATHG GILFKIF~~~
Hordeum vulgare VIGDTIGDPL KDTSGPSLNI LIKLMAVESL VFAPFFATYG GLLFKYI~~~
Oryza sativa VIGDTIGDPL KDTSGPSLNI LIKLMAVESL VFAPFFATHG GILFKWF~~~
Arabidopsis thaliana VIGDTIGDPL KDTSGPSLNI LIKLMAVESL VFAPFFATHG GILFKYF~~~
Beta vulgaris VIGDTIGDPL KDTSGPSLNI LIKLMAVESL VFAPFFATHG GLLFKLF~~~

consenso [V-GDT-GDP- KDT-GP---- -- K]-mremm eeemmmccce e
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R. palustris APMVQPAETA PAMPAAPMAE PSAPAASQ
Rhodospirillum rubrum ~~~~s~vsscnn acccmannns
Thermotoga maritima NemNNsm s Anana e
Pyrobaculum aerophilum LPF~~~~~ne sconacmnnonn cncnsnns
A. acetabulum HRHIGGAFLL DVRPHSKI~~ ~~~~w~ons
Chara corallina
Cucurbita moschata
Vigna radiata
Nicotiana tabacum
Hordeum vulgare
Oryza satliva
Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris

consenso

Fig 18. Alineamiento mditiple de las secuencias de H'PPasas, Se marcan los segmentos conservados
con un recuadro. (A. acetabulum = Acelabularia acelabulum).
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Determinacién del perfil de hidropatia y topologia transmembranal de la H'PPasa
de R. palustris .

Se utilizd el programa TopPredll, el cual ha demostrado ser eficiente en la
prediccién de cruces transmembranales  de protelnas bacterianas
(hitp://bioweb pasteur.fr/seqanal/interfaces/toppred.html). Este programa emplea la
escala de Engelman-Goldman (Engelman et al, 1986) y una ventana de 19
aminoacidos.

La Fig. 19 muestra los dos perfiles de hidropatia arrojados por el programa para
la H'PPasa de R. palustris, correspondientes a las isoformas A y B de Ia proteina,
dependiendo si se incluye el primero o segundo coddn de Inicio. En términos generales
los patrones son clasicos para proteinas con una alta hidrofobicidad y muy parecidos a
los reportados para las H'PPasas de plantas (Maeshima, 2000) y al de R. rubrum
(Baltscheffsky et al, 1998).

Con base en los perfiles de hidropatia se realizaron modelos topolégicos. Para la
isoforma A (Fig. 20) se tienen 15 cruces transmembranales (uno de ellos putativo),
mientras que para la isoforma B (Fig. 21), el programa propone un cruce menos, Esto
resulta interesante ya que en el gen homologo de R. rubrum se tiene una situacién
similar, aunque en este caso tampoco se ha determinado el inicio de la proteina.

Estudiar fa posible relevancia funcional o fisiolégica de estos codones de inicio
alternos, asl como la existencia de isoformas de la enzima podrian proporcionar
informacion relevante acerca de la regulacion a nivel genético de estas enzimas en las
bacterias fotosintéticas.
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Fig 19, Perfiles de hidropatia de la H'PPasa de R. palustris obtenidos mediante el programa
TopPredll. A. Perfil de a la proteina incluyendo el primer codon de inicio (Isoforma A). B.. Perfil de la
proteina sin los primeros 17 aminoécidos, es decir, a partir del segundo codén de inicio (isoforma B).
Lineas horizontales (minimo y méximo valor de corte para considerar un cruce transmembranal); se
indica cada cruce posible con una linea vertical.
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D cruces putativos
. eruces olertos

Citosol
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Fig 20. Modelos Topolégicos de la Isoforma A de la H*PPasa de R. palustris,. El programa arrojé 2
modelos posibles, cuyas diferencias son la presencia (A) o ausencia {B) de el treceavo cruce (en blanco)
y la orientacién 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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Fig 21. Modelos Topolégicos de la Isoforma B de la H'PPasa de R. palustris. 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
orientacién 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. INTRODUCCION DEL GEN DE LA H'PPasa DE R. palustris EN LA BACTERIA
FOTOSINTETICA R. sphaeroides.

Como se describié6 en la seccion 4.1.7., es muy dificil la obtencién de
membranas selladas de R. palustris, asi que, ahora que contdbamos con el gen, se
decidié Introducirlo en R. sphaeroides (que carece de H'PPasa, y posee un sistema
membranal de tipo vesicular que permite la obtenciéon de membranas selladas), con el
objeto de poder medir la sintesis de PPi por la H*PPasa de R. palustris en un sistema
heterdlogo.

En primer lugar se introdujo el fragmento de 5,000 pb que contiene al gen en el
plasmido pBBR1MCS-5 (vector de amplio rango, Kovach, et al 1995), posteriormente
se transformé en E. coli S17 (Cepa especial para conjugacion)} y se conjugé con R.
sphaeroides 2.4.1. Se seleccionaron cinco colonias resistentes a gentamicina
(resistencia que da el plasmido) y se crecleron fotosintéticamente para obtener
cromatdforos. Las cinco clonas presentaron una actividad hidrolitica de PPi semejante,
mientras que la cepa silvestre no. Esta actividad fue inhibida por NaF de manera similar
a como sucede en los cromatéforos de R. palustris y no se detecto hidrélisis con p-
nitrofenilfosfato, indicando que la actividad determinada se debla a la H*PPasa de R.
palustris y no a alguna fosfatasa inespecifica (resultados no mostrados).

4.3.1. Desacoplamiento y sintesis de PPi en cromatéforos de las bacterias
transgénicas.

A’ continuacién se procedio a medir el desacoplamiento por CCCP. Como se
puede apreclar en la Fig. 22, la actividad especifica de los cromatéforos de las clonas
transgénicas es en promedio de 22.8 nmoles Pi min”! mg protelna ~*, la cual es del
22% de la actividad de los cromatéforos de R. palustris, sin embargo, el porcentaje de
activacién de la hidrolisis obtenido es considerable (58% en promedio). Es importante
hacer notar que esta activacion 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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Fig. 22. Activacion de la Hldréllsls de PPi por CCCP en cromatéforos de R. sphaeroides
transformadas con el gen de la H'PPasa de R. palustris. Las condiciones del ensayo fueron
Glicilglicina 50 mM pH 7.4, PPiNa 0.6 mM MgCl, 1mM y 0.4 mg de proteina. Barras claras: actividad
control. Barras cuadriculadas: adicionando 1 M de CCCP. Tiempo de Incubacion 15 min a 30" C. Se
muestra el promedio y las desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos.

Esta estimulacién con el protonéforo sugiere que a diferencia de lo ocurrido en
las membranas de R, pa/ustns estas membranas sf se encontraban selladas. Este
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Fig. 23. Fotograflas de microscopia electrénica de los cromatéforos. A) Rhodopseudomonas
palustris cepa silvestre y B) Rhodobacter sphearoides clona 4 con la Incorporacién de la H'PPasa
de R. palustris. Ambas obtenidas a 20,000 aumentos.

El siguiente paso fue tratar de determinar si estas quimeras podian ser capaces

de sintesis de PPi. La Tabla 9, muestra que la actividad sintética de los cromatéforos

de la clona 4 de R. sphaeroides es baja, sin embargo, se estimula en un 50% con la

adicion de succinato (el cual funciona donando electrones a Ila cadena fotosintética) y

en un poco mas de 100% en presencia de oligomicina (inhibidor de la ATP sintasa).

Tabla 9 Sintesis de PPl en Cromatéforos de R. sphaeroides con el gen de la H'PPasa de R.

palustrls,

Condicion nmoles de PPi/ml
Control 10

+ Succinato (0.1 mM) 15
+0Oligomicina (10 pg/mi) 21.9

" Las condiciones experimentales se detallan en Materiales y Métodos, se utilizaron 5§ mg de proteina y se
incubd la reaccion 30 min a 30° C.
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5. DISCUSION.

La gran plasticidad metabélica de las bacterias plrpuras no sulfurosas las hace
un objeto de estudio interesante, tanto desde el punto de vista bioguimico, como el
fisioldgico 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 fotosintéticas y tonoplastos de plantas, pero
recientemente se ha encontrado que diversos grupos de bacterias aparentemente poco
relacionados entre si, también poseen esta clase de PPasas, por lo que su distribucién
parece ser mas amplia que la que se suponia. :

Es importante la utilizacién de modelos alternos en el estudio de las enzimas, ya
que permite conocer las caracteristicas 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 hidrélisis y sintesis de
PPi. Sin embargo, existen otras bacterias fotosintéticas que poseen- PPasa de
membrana las cuales aun no han sido estudiadas, esta falta de informacién motivé la
realizacién de este trabajo, que consistid en caracterizar tanto bioquimica como
molecularmente a la PPasa de la bacteria fotosintética Rhodopseudomonas palustris.
Aunque todavia quedan detalles por explorar, este trabajo contribuye y aporta a la
informacién que se tiene acerca de estas proteinas.

Las caracteristicas generales de la H'PPasa de R. palustris obtenidas en este
trabajo muestran que es una PPasa membranal tipica. En cuanto a sus caracteristicas
moleculares, la secuencia del gen y el de la proteina 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 Unico gen de bacteria fotosintética con el que se cuenta al
momento). La identidad entre la secuencia de aminoacidos de la H'PPasa de R.
palustris y la de R rubrum es alta (65%), mientras que su similitud con las H'PPasas
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 funcién de la enzima. La obtencién del gen de R. palustris permitira, a
medida qu'e' se slgan'obtenlendo mas secuencias de bacterias fotosintéticas y otras
bacterias, hacef estudios filogenéticos y evolutivos mas confiables.

En cuanto a sus caracteristicas bioquimicas, también encontramos semejanzas

“ con las otras H'PPasas, principalmente en la especificidad de sustrato, pH éptimo y en
términos generales en la respuesta a inhibidores y activadores.

Otro hecho interesante es que esta H'PPasa, al igual que la de R. rubrum, es
capaz de hidrolizar el complejo Zn-PPi (tan buen sustrato como el Mg-PPi), con una
dependencia de pH similar, con un maximo alrededor de pH 5.5. Desafortunadamente
aun no existen reportes donde se haya evaluado la hidrélisis de este complejo por parte
de la PPasas vacuolares, ni las de otras bacterias, por lo que no es posible determinar
aln si esta es una caracteristica general de todas las PPasas o es exclusiva de las
H*PPasas de bacterias fotosintéticas.

Sin embargo, la H'PPasa de R. palustris muestra algunas diferencias
interesantes, tales como la cinética de hidrélisis del complejo Mg-PPi. En R. rubrum, la
cinética de la H*PPasa es de tipo Michaeliano en presencia de Mg libre desde 0.03
hasta 1 mM (Sosa et al, 1992), en cambio, en R. palustris la cinética es siempre
sigmoidal. Este comportamiento sigmiodal se ha asociado a los sitios regulatorios no
cataliticos que presentan algunas PPasas (Cooperman, 1992), que deben ocuparse
antes que el sustrato pueda unirse al sitio catalitico, como serla el caso del Mg?*.

Otra diferencia importante es la alta E, que presenta la H'PPasa de R. palustris
(62.7 kJd/mol) comparada con la de la enzima de R. rubrum (45 kJ/mol). Aparentemente
la enzima de R. palustris requiere mas energla para realizar su funcién y efectivamente
es mas lénta que la de R. rubrum (Romero y Celis, 1895). Estas diferencias podrian
indica’r variaciones en el mecanismo catalitico entre las dos enzimas, o en la
accesibilidad del sustrato.

: La actividad maxima de hidrdlisis de PPi en cromatéforos de R. palustris que se
logré fue de ~100 nmoles Pi min™? mg proteina” y no pudo ser estimulada por
desacoplantes. Tomando en cuenta que los cromatéforos no se encontraban sellados,
se puede especular que no es posible obtener actividades mayores. Esta actividad es
relativamente baja comparada con las de las H*PPasas vacuolares, que va desde 150
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hasta 780 nmoles Pi min"! mg proteina™ (Maeshima, 2000) y comparada con la de R.
_ rubrum que es 337.5 nmoles Pi min' mg protelna en cromatéforos desacoplados
(Romero y Celis, 1995).

En cuanto a la actividad sintética se pudo demostrar que la H'PPasa de R.
palustris es al menos capaz de sintetizar PPi cuando est4 expresada en Rhodobacter
sphaeroides, lo que hubiera sido muy dificit de lograr en cromatéforos de R. palustris.
Sin embargo, la caracterizacion de la actividad sintética no pudo llevarse a cabo en
este sistema debido a la baja actividad de la enzima (Seccién 4.3.1.). Considerando
que el vector pPBBR1MCS-5 utilizado en la clonacién, es de bajo nimero de copias y
que el Unico promotor con el que cuenta es el de la propla H'PPasa, es muy probable
que haya una baja expresion de esta proteina en R. sphaetoides y por ende baja
actividad. Otro factor que podria influir serfa que el promotor que viene con el gen no
sea muy fuerte y no funcione adecuadamente en R. sphaeroides, este sistema podria
ser mejorado utilizando un vector con un mayor nimero de copias y/o clonando el gen
bajo un promotor fuerte.

Por ofra parte, Nore, et al (1990) reportaron la sintesis de PPi en cromatéforos
de R. rubrumy de R. viridis. En R. rubrum, la actividad es un orden de magnitud mayor
y los autores proponen que se debe a que las membranas intracitopldsmicas de R.
viridis son planas y son incompatibles con la formacion de vesiculas selladas,
correlacionandolo con la baja estimulacion de la hidrélisis de PPi y de ATP por
desacoplantes y con la baja capacidad de slntesis de ATP (2 ordenes de magnitud
menor que la de R. rubrum). Asl pues, el uso de sistemas heterélogos como el
ensayado en este trabajo podrian ser un buena alternativa para medir la sintesis de PPi
de H*'PPasas de bacterias cuyas membranas no formen cromatéforos.

Un aspecto interesante de la sintesis de PPi en bacterias fotosintéticas es si esta
actividad se lleva a cabo in vivo o blen es solo una consecuencia de la reversibilidadad
de la reaccién hidrolitica. A pesar de que la de H'PPasa de R. rubrum esta bien
caracterizada tanto bioquimica como molecularmente, poco se sabe acerca de su
importancia y de su papel en el metabolismo de las bacterias fotosintéticas. Se ha
postulado la hipétesis de que esta enzima funciona en R. rubrum como una bomba que
genera un gradiente protonmotriz suficiente para la supervivencia de la bacteria en
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condiciones de baja energia. En condiciones de alta energla la H'PPasa sintetizaria
PPi, el cual se almacenaria en forma de granulos de PPi que podrian ser hidrolizados
en condiciones de baja energla, para formar un gradiente de H* que la célula utilizaria
y que le permitiria 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 vesiculas a expensas de la hidrdlisis del PPi que se encuentra en el
citosol y que su expresion y actividad se ven aumentadas en condiciones tales como el
crecimiento activo (hipocotilos). Se presume que debido a la alta tasa de biosintesis,
las concentraciones de PPi intracelular se ven elevadas, es en esta condicion donde la
actividad de la H'PPasa supera a la de la V-ATPasa, para después igualarse en
condiciones donde el crecimiento se torna mas 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 expresion de la H*PPasa
vacuolar se ven aumentadas para poder conservar la funcién de acidificacion de las
vacuolas gastando la menor cantidad de ATP posible. Anilogamente, la H*PPasa
bacteriana podria 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. paluslris, es posible hacer estudios de expresién correlacionados con
la actividad de la enzima en diferentes condiciones de crecimiento. Por ejemplo, esta
enzima se encuentra en membranas de R. rubrum crecidas aerdbicamente en la
oscuridad (Romero et al, 1991} y en este trabajo también se determiné su presencia en
membranas respiratorias de R. palusiris (datos no mostrados) por lo cual ésta seria una
condicién de estudio futuro. Por oftra parte, el desarrollo de mutantes sin H*PPasa
servirla para evaluar las consecuencias fenotipicas de la pérdida de esta enzima.

Un hecho interesante es el que dentro de la familia de la bacterias plrpuras no
sulfurosas existen especies que poseen H'PPasa (R. virdis R. rubrum y R. palustris)
asi como especies que no la tienen (R. sphaeroides, R. capsulatus, R. blastica , efc).
Recientemente se ha descubierto que aguellas con H'PPasa tienen una PPasa
citopldsmica clase A, mientras que las que no poseen H*PPasa tienen a su vez PPasa
citoplasmica clase C (Celis y Romero, datos en prensa). Estas diferencias podrian estar
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vinculadas a la regulacion diferencial in vivo de estas enzimas en las bacterias. Un
_hecho que podria apoyar esta idea es que las PPasas de clase A de estas bacterias
son inhibidas por intermediarios del Ciclo de Calvin como el 3-fosfoglicerato, mientras
que las Clase C son insensibles a este intermediario. Una posible explicacion es que
las PPasas citoplasmicas de las bacterias con H'PPasa estdn reguladas
negativamente para evitar el ciclo futit que se presentarfa si la PPasa de membrana
estuviera sintetizando PPi, el cual seria hidrolizado por la PPasa citoplasmica.
Inhibiendo a la PPasa citoplasmica se aseguraria que una fraccién det PPi producido
en las reacciones biosintéticas fuera aprovechado. Alternativamente, si las dos enzimas
funcionaran hidroliticamente, el PP hidrolizado por la H'PPasa tendria la utilidad de ser
usado para generar gradiente de H*. Sin embargo, todas estas son especulaciones,
aun hacen falta muchos estudios para determinar la importancia fisioldgica de estas
dos enzimas.

Una utilidad adicional de las clonas transgénicas de R. sphaeroides que tienen la
H'PPasa de R. palustris serla estudiar el efecto de esta enzima en bacterias que
naturalmente no la tienen. lgualmente interesante seria introducir una PPasa
citoplasmica clase C (de las especies sin membranal) a alguna especie con H'PPasa y
tratar de suprimirle su propla PPasa citoplasmica, para posteriormente caracterizar esta
quimera.
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5. CONCLUSIONES.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, las conclusiones son:

En sus caracteristicas bioquimicas, la H'PPasa de Rhodopseudomonas
palustris:

1) Es especlfica para la hidrélisis del sustrato catién-PPi; en el sigulente
orden de selectividad: Mg?* > Zn** = Co®. El Ca-PPi no es sustrato.

2) EI Mg es el tnico catién activador en,su forma libre, mientras que el
Zn* y el Co®* son inhibidores en su forma libre.

3) La cinética de la hidrdlisis de Mg-PPi es de tipo sigmoidal, presentando
una actividad maxima de alrededor de 85 nmoles de Pi min™' mg de protelna™. Las
cinética con Mg? libre conserva la cinética sigmoidal v a partir de 0.5 mM la
actividad decrece en funcion de la concentracion de sustrato.

4) El pH éptimo para hidrdlisis de Mg-PPi esta entre 6. 5y7.0.

§) El maximo de actividad con Zn como sustrato a pH 5.8 es comparable
con la méxima actividad obtenida con Mg a pH 7.0.

6) La H'PPasa de R. palustris es sensible a NaF , DCCD y andlogos de
‘ sustrato (IDP y MDP) La hidrélisis del complejo g- Pi es “Independiente de la
presencia de K, s

7) Los desacoplantes. como eI CCC

. 8) El grafico de Arrhenlus no presenta qunebres y‘la Ea para la hidrélisis es
",de6271263kJ/mol SR
‘ En cuanto a la caracterizacion molecular encontramos que:
9)\EI gen estad compuesto por 2,178 pb, su contenido de G+C es de 69%,

_presenta 2 posibles codones de inicio con sus 2 reépectivas regiones de unién al
‘ribosomé, una regién terminadora de la traducclén tipo rho independiente ademas
, de regiones putativas -35 y ~10.

k 10) La proteina tiene 725 aminoécidos y una masa molecular calculado de
73.7 kDa en el caso de que se inicle en el primer codén, mientras que seria de 708



amlno cldo‘s con un peso de 72 kDa si inicia en le segundo; su punto isoeléctrico
tebrico esde 5, 75 Presenta un 84% de identidad con la H'PPasa de R. rubrum y
alrededor de un 40% de identidad con las H*PPasas de bacterias, algas y plantas.

: 11) Muestra un perfil de hidropatia cldsico para proteinas con una alta
hldrofoblcldad presentando de 13 a 15 cruces transmembranales.
S 12) La H*PPasa se puede expresar en R. sphaeroides aunque presenta una

" actividad hidrolitica mas baja (20% del total), pero se estimula 58% con

i ﬁrotonéfdros, ya que estas membranas si estan selladas. Esta enzima expresada
- “en cromatdforos de R. sphaeroides es al menos capaz de sintetizar PPi y se ve
estimulada con la adicién de succinato y oligomicina, sin embargo la actividad
sintética en este sistema heterélogo es baja. '
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