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"Science is a way of Irying nol lo fool yourself. The firsl 

principIe is Ihal you musl nol fool yourself, and you are Ihe 

easiesl person lo fool." 

Richard Phi/lips Feynman 
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RESUMEN 

las pirofosfatasas membranales bombeadoras de H' (H'PPasas) están 
presentes en algunas bacterias, en las vacuolas de las plantas y en los 
acidocalcisomas de los tripanosomátidos. Son enzimas que utilizan la energía de 
la hidrólisis del enlace de alta energla del PPi para translocar H' a través de la 
membrana en que están situadas. La bacteria fotosintética Rhodospirillum rubrum 
posee una H'PPasa no s610 capaz de hidrolizar PPi sino también de sintetizarlo de 
una manera acoplada al gradiente electroqufmico de H' y en este sentido es el 
único modelo alternativo a la AlP sintetasa para el estudio de la Iransducción 
energética y de los mecanismos de sfntesis de uniones de alta energia. las 
H'PPasas de vacuolas han sido ampliamente estudiadas y su función principal es 
el bombeo de H+ hacia el interior de éstas, para mantener la acidificación y 
proveer de gradiente electroquímico de W para el transporte activo de solutos. 
Dentro de las bacterias, la H+PPasa de R. rubrum es la que se ha caracterizado 
más extensamente, sin embargo, su papel fisiológico aun no está definido; se ha 
propuesto que la función de la enzima es proveer de fuerza protón-motriz en 
condiciones de baja energía. Sin embargo, no se ha reportado ningún trabajo 
experimental que demuestre esta hipótesis. En este trabajo se aisló el gen de la 
H+ppasa de R. rubrum (hpp) y se construyo una mutante por remplazamiento 
genético del alelo silvestre por el alelo hpp-960::Kan. La mutante retrasa su 
crecimiento respecto a la cepa silvestre cuando la intensidad luminosa a la que 
crece, se disminuye de 21 w/m2 a 3.6 w/m2 y fue incapaz de crecer a 2 w/m2

, este 
retrazo se observo en la fase lag o inicial del crecimiento. El mismo retraso se 
presentó cuando las bacterias fueron expuestas a condiciones de baja 
concentración de O2. La importancia de la enzima también se vio reflejada cuando 
las bacterias se traspasan de metabolismo respiratorio a fotosintético anaeróbico, 
en donde nuevamente la fase inicial de crecimiento de la mutante fue 
considerablemente mayor que la de la cepa silvestre. Estos resultados indican que 
la H+PPasa es importante para el crecimiento de R. rubrum en baja energía. 
Finalmente se discute que la utilización de la H+PPasa en intensidades luminosas 
bajas podría ser un mecanismo general para sobrevivir en este grupo de bacterias, 
ya que solo las especies que poseen la enzima son capaces de crecer a 2 W /m2

, 

mientras que aquellas que carecen de H+PPasa son incapaces de crecer. 
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ABSTRAeT 
Membrane-bound H·-pumping pyrophosphatases (H+PPases) are presen! in sorne 
bacteria, plan! vacuoles and acidocalcisomes of the Irypanosomalids. These 
enzymes use the energy of PPi hydrolysis lo translocale H+ across Ihe membrane 
in which they are localee:!. The photosynthetic baclerium Rhodospiri/lum robrum 
has a H+PPase Iha! is nol only able lo hydrolyze PPi, bul also lo synlhesize il 
coupling lo the eleclrochemical H+ gradient; and in Ihis sense is Ihe only alternative 
model lo the ATP synthetase far Ihe study of energy Iransduclion and of the 
mechanisms of high energy bounds synthesis. The vacuoles H'PPase has been 
widely studied, and ils main fundian is pumping H+ lowards ils interior, lo mainlain 
the acidification of the organelle and to provide electrochemical H+ gradient for 
solutes active transporto Within bacteria, the H+PPase of R. rubrum is the most 
extensively characterized; nevertheless, its physiological role is no! well defined; it 
was proposed, that the function of the enzyme is provide proton-motive force in 
conditions of low energy. Nevertheless, any experimental study has been reported 
to demonstrate this hypothesis. In this work, Ihe gene of the R. rubrum H+PPase 
(hpp) was isolated and by genetic replacement of Ihe wild-type allele with the hpp-
960::Kan allele a mutant was conslructed. The mutanl delays its growth in relation 
with the wild-type bacteria when the light intensity of the culture is diminished from 
21 w/m2 to 3.6 w/m2 and ils unable of grow al 2 w/m2

, this effect is observed in the 
initial phase of growth (lag phase). The same delay in growth appears when 
bacteria are exposed to low O2 tensíon conditions. The importance of the enzyme 
was also reflected when the bacteria were changed from a respiratory metabolism 
to an anaerobic photosynthelic one, where again, the mutant initial growth phase 
was considerably greater than the one of the wild type. These results indicate that 
the H'PPase is important for R. rubrum growth in low energy conditions. Finally, 
we discuss that H+PPase utilization al low light intensilies, could be a general 
mechanism of survival for this group of bacteria, since only the species that have 
the enzyme are able to grow al 2 W/m2

, whereas those that lack H+PPase are 
incapable lo grow. 

3 



1. INTRODUCCiÓN 

1.1. Características de las bacterias púrpura. 

Las bacterias púrpura pertenecen a un pequeño grupo de eubacterias 

gram-negativas que consta de aproximadamente 30 especies, con un contenido 

de G+C en el ONA que varia del 46% al 73% y alta diversidad genética, se 

reproducen por fisión binaria, aunque algunas especies lo hacen por gemación y la 

mayoría son móviles debido a la presencia de flagelos. Considerando sus 

características fisiológicas y ecológicas, las bacterias púrpura han sido divididas 

en dos grupos (Pfenning, 1978): 

A) Púrpura sulfurosas. 

Estas bacterias son anaeróbicas estrictas, con un metabolismo 

predominantemente fotoautotrófico, basado en el uso de H2S como donador de 

electrones. Sus habitats típicos son aguas ricas en sulfuro, producido por bacterias 

reductoras de sulfato; géneros representativos de este subgrupo son: 

Thiospirillum, Chromatium, Amoebobactery Thiocystis. 

B) Púrpura no sulfurosas. 

Tienen un metabolismo fotoheterotrófico y son sensibles al H2S. Algunos 

géneros representativos de este subgrupo son: Rhodospirillum, 

Rhodopseudomonas, Rhodobacter y Rhodomicrobium. 

Aunque no forman acumulaciones masivas, se encuentran ampliamente 

distribuidas en la naturaleza. Los cuerpos de agua estáticos como lodos, 

pantanos, canales y lagos eutróficos donde existe una rápida producción y 

descomposición de materia orgánica, proveen las condiciones óptimas para su 

desarrollo. 

Su forma varía entre las diferentes especies ya que pueden ser: cocos, 

ovoides, bacilos y espirilos; la mayoría presenta flagelos polares, poseen 

membranas internas con estructura lamelar, vesicular o tubular. Su reproducción 

es por fisión binaria, con excepción de los géneros Rhodomicrobium y 

Rhodopseudomonas que se reproducen por gemación (Pfenning, 1978). 

4 



La variedad de compuestos orgánicos que pueden fotoasimilar, en su metabolismo 

fotoheterotrófico es amplia. Bajo condiciones anaeróbicas en la luz, tanto la 

velocidad de crecimiento como la síntesis de bacterioclorofila están gobernadas 

por la intensidad de la luz. Confonne ésta se incrementa la velocidad de 

crecimiento aumenta, mientras el contenido celular de bacterioclorofila disminuye. 

La mayoría de las especies también puede crecer en condiciones 

aeróbicas. mediante respiración . El crecimiento aeróbico conlleva a una pérdida 

de los pigmentos fotosintéticos, ya que el O2 es un potente represor de la síntesis 

de estos. (Pfenning, 1978). 

Muchas de las especies son capaces de crecer 

químioautótroficamente utilizando H2 como donador de electrones y algunas otras 

pueden llevar a cabo desnitrificación y fijación de nitrógeno (Pfenning, 1978). 

1.1.1. Rhodospirillum rubrum. 

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

con base en la similitud de la secuencias del RNA ribosomal, Rhodospirillum 

rubrum está clasificada de la siguiente manera: 

Dominio: 
Phylum: 
Subdivisión: 
Género: 
Especie: 

Bacteria 
Proteobacteria 
Alfa 
Rhodospirillum 
rubrum. 

El color de los cultivos en anaerobiosis va del rosa al rojo oscuro. l as 

células completas, tienen un espectro de absorción con máximos a: 375-377, 510· 

517, 546-550, 807-808 Y 881-885 nm, debido a la presencia de los pigmentos 

folosintélicos: baclerioclorofila a (esterificada con geranilgeraniol o con filol) y 

carotenoides de la serie de las espiriloxantinas. 

Crecen a temperatura de 30 a 35 oC a un pH óptimo de 6.9 (en un intervalo 

de 6 a 8.5). Las células individuales van de la fonna vibrioide a la espiral, miden 

de 0.8-1 11m de ancho por 7-10 ~lm de largo, una vuelta completa a la espiral se da 

cada 1.5 a 2 11m y son móviles gracias a flagelos polares (Fig.1). Presentan 

membranas fotosintéticas del tipo vesicular (cromatóforos) y mediante la ruptura 
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mecánica de las bacterias se obtienen vesículas selladas, cuya polaridad está 

invertida con respecto a la de la membrana de las bacterias integras. Esta 

preparación, también llamada cromatóforos. ha resultado muy útil para el estudio y 

la caracterización del aparato fotofosforilante, así como de las proteínas integrales 

y asociadas a membrana que se encuentran en el crecimiento fototrófico. 

El crecimiento fotoautotrófico es posible con H¡ como donador de 

electrones, aunque las células crecen preferentemente de manera 

fotoheterotrófica bajo condiciones anaeróbicas. El crecimiento en la oscuridad se 

presenta en condiciones que van de microaeróbicas a aeróbicas y 

fermentativamente con algunos substratos como el piruvato. El sulfato puede 

usarse como fuente única de azufre. Requiere de biotina para el crecimiento en 

cualquier condición . 

A B 

Fig.1. Rhodosplrillum rubrum. A.. Microscopia de barrido de Rhodospirillum rubrum. (Tomada de 
htlp:lIgenome.jgi-psf.orgldraft _ microbeslrhorulmoru.home.html) B. Microscopia electrónica, corte 
loogitudinal de la bacteria. OM. pared celular externa; P, capa de peplidoglicanos; CM. membrana 
ciloplásmica; la barra representa O.I)1m tomada de (Pfenning, 1976). 
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1.2. El Papel del PPi en el Metabolismo Celular. 

El PPi es el compuesto químico más simple que contiene un enlace 

fosfoanhídrido, que es la forma quimica básica en la cual se transmite la energía 

en las células. Su estructura a pH = 7 es: 

o 
11 

o 
11 

HO · P • O • P O · 

I I 
O· O· 

Debido a la alta afinidad del PPi por cationes divalentes y a las 

concentraciones relativamente altas de Mg2• en el citoplasma, el PPi 

probablemente se encuentra presente en las células formando un complejo 1:1 

con el Mg2• (Lahti, 1983). 

La energía libre de la hidrólísis (6Go') del PPi, a pH 7.4 Y 25 oC en presencia 

de Mg2
+ es de -4 Kcal mor1 y de ·5.7 Kcal mor1 en ausencia de este (Flodgaard y 

Fleron, 1974). Esta energía es cercana a la de la hidrólisis del enlace gama del 

fosfato del AlP. la disminución del 6Go' para la hidrólisis del PPi en presencia de 

Mg2
+, se debe a que el producto de su hidrólisis (2Pi) no se acompleja fuertemente 

con el Mg2+, a diferencia del AlP en donde el producto (ADP) sí se une 

fuertemente al Mg2
+ (Sillén y Martell , 1971). 

En general se consideraba un dogma bioquímico que el PPi producido en 

las reacciones biosintéticas (sintesis de polisacáridos, proteínas, ácidos nUc1eicos, 

urea, lípidos) era un producto secundario, cuyo único destino era el de ser 

hidrolizado, para hacer a estas reacciones energética mente favorables (Kornberg , 

1957). De tal forma que la energía del enlace anhidro del PPi no sería utilizada y 

se perdería en forma de calor. Sin embargo, en 1962 Sui y Wood descubrieron 

que la enzima carboxitransfosforilasa utiliza PPi para catalizar la reacción: 

Fosfoenolpiruvato + Pi + CO2 _ Oxaloacetato + PPi 

Más tarde, en 1968, tres laboratorios descubrieron independientemente 

(Evans y Wood, 1968; Hatch y Slack, 1968; Reeves, 1968) que la piruvato fosfato 

dicinasa también utiliza PPi: 
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Fosfoenolpiruvato + AMP + PPi .:::: Pirtlvalo + ATP + Pi 

Posteriormente, se han identificado más enzimas que utilizan al PPi, 

principalmente en microorganismos y en plantas (Edwards el. al, 1985) (Tabla 1): 

algunas de ellas son responsables de la fosforilaci6n de intermediarios esenciales 

de la gluc61isis y gluconeogénesis (Ballscheffsky y Nyrén, 1984). Asimismo, se 

encontró que la glucosa-6 fosfatasa del hlgado es capaz de llevar a cabo la 

sintesis de glucosa 6-fosfato en una reacción dependiente de PPi (Lawson y 

Veech, 1979). No hay que descartar la posibilidad de que estas enzimas que 

utilizan la energía del PPi estén más extendidas, de lo actualmente reportado. 
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Tabla 1. Enzimas que utilizan al PPi como donador de energía 

Enzima Organismo Referencia 
Reacción 

PropIonlbacferlum O'Brien. W.E. y Bcwien. s . (1915) Fed . 

Carboxitransfosforilasa shennllnll Proc. 34: 641 . 

PPi + <»<aloacetato .... PEP + Pi + Co.. 
Lawsoo. J.w.R y Veec:h. RL. (1919) j . 

Ent.lmoe'" hlstolytlca 
BioI. Chem. 254:6528-&37. 

Rhodosplrlllum rubrum BucI"Ian"". BB. (1914) J.~. 119: 

Plruvato fosfato dicinasa 1066-1068. 

cana dtt azlicar ,- M.O. , """ C.R. (1968) 
Biochem.J. lOO: 141 . 

PPi + AMP + PEP .... piruvato + ATP +Pi S.cferoldlS SymblOSU5 
R_s. R E .. MenDes. RA Y fisu. 
0 .5 . (1968)J. BioI. CI>em. 243: 5468. 

Ac.toNcter xyllnum 6enziman. M. Y PaIgi. A. (1910) J. 
Baderiol. 1 G4:24. 

-
Rhodosplrlnum rubrum PIeidere . C. y KIemme. JH. (1960) Z. 

PPI fosfofructoclnasa Naturftnch.35C: 229-236 

Ps.udomonas rrumna y 
_. 

M.H .. 
__ o ,. , 

PPi + frudosa-6-P .... 1ructosa-1 .6-<liP +Pi Baumann. l . (19n) AIdI. MicmbicII. Aka/lgenes 112: 169-112. _. 
J .M .. Ljungclahl. L.G. , 

8ade1"oJdes ""-gil/s Gottschalt. G (1 978) J. BlocterioI. 134: 
84-91. 

PPI acetilcinasa Ent.l~ hlsrolytka Reeves. RE .. ~. O.J .. 6/yI!. H.J. Y 

PPi + acetato .... IlCE!liIfosfato + Pi Warren. LG. (19r.) J . BioI. Chem. 249: 
137-n 41 . 

PPI serina cinasa PropIonlbaeferlum R_. RE. (1968) J. BioI. Chem. 243: 

PPi + sema .... fosfoserina + Pi .rm/lnl/ "" 
Acetil-CoA sintetasa DeSUlfo'OI7UIculum Liu. C.l : Hart. N. Y Pedt. H.O,J •. (1962) 

Science. 211:363-364. 

AoItalo: PPi fosfotransferasa .""10 • 
PPi .... acetilfosfato + P i 

la concentración dé PP¡ en diferentes células (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 arqueobacteria Methanobacterium 

thermoautotrophicum que contiene una concentración de PPi que va de 2.5 a 40 

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

observar, la concentración de PPi es comparable a la de otros compuestos de alta 
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energia. como el ATP. 2 a 10 mM (Matthews et al, 1982; Zweier y Jacobus. 1987). 

lo que no concuerda con la idea de que el PPi es solamente un subproducto del 

metabolismo energético. 

Un dato importante en la historia del papel del PPi como donador de 

energía se estableció cuando (Baltscheffsky y van Stedingk. 1966) detectaron la 

síntesis del PPi dependiente de luz por una pirofosfatasa membranal en la bacteria 

fotosintética púrpura no sulfurosa Rhodospirillum rubrum. Posteriormente la 

slntesis de PPi acoplada a la cadena respiratoria se describió en mitocondrias de 

levadura, de animales y de plantas (Mansurova ef al. 1975) y el acoplamiento a la 

cadena de transporte fotosintético fue encontrado en cloroplastos de plantas 

(Rubtsov el al. 1976). 

Ademas. se identificó el transporte de PPi a través de la membrana interna 

mitocondrial en intercambio por ADP vía el translocador de nucleótidos de adenina 

(Kramer. 1985). así como la generación de un potencial electroquímico a 

expensas de la energra liberada por la hidrólisis de PPi, a través de las 

membranas de bacterias fotosintéticas (Moyle el al, 1972), de la membrana interna 

de la mitocondria y de las membranas de plantas (Rea y Poole. 1985: Wang el al, 

1986). 

Estas evidencias muestran que el PPi no es solo un producto secundario de 

las reacciones de pirofosforólisis, sino un compuesto energético que juega un 

papel importante en los organismos vivos. (Heinonen. 2001 l. 

Con base en lo anterior, el PPi producido en las células puede seguir los 

siguientes caminos: 

al Ser hidrolizado por la pirofosfatasa citoplásmica, donde la energía 

liberada de la hidrólisis del enlace anhidro se pierde como calor. 

bl Ser hidrolizado por la pirofosfatasa de membrana translocadora .de H·, La 

energía del gradiente electroquímico de H·. puede ser utilizado para mantener 

varias reacciones endergonicas como: la reversa de transporte de electrones 

(Baltscheffsky et al .1967 y 1967a), la transhidrogenación (Keister y Yike, 1967a), 

la reducción de NAO· (Keister y Yike, 1967b) y la síntesis de ATP (Keister y 

Minton, 1971). 
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c) Ser utilizado directamente como fuente de energía en reacciones 

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

Adicionalmente, se ha propuesto que puede ser utilizado como fuente de 

reserva de energía en R. rubrum directa (en la formación de gránulos de PPi) o 

indirectamente (como precursor de la slntesis del polifosfato) (Nyrén y Strid, 1991). 

1.3. Las pirofosfatasas. 

La pirofosfatasa {E.C. 3.1.1.1 ] (PPasa) es una enzima que cataliza la hidrólisis y 

la sintesis de PPi y existen dos clases: las citoplásmicas y las membranales. 

1.3.1. Pirofosfalasas citoplásmicas. 

la PPasa citoplásmica es una enzima ubicua en la naturaleza. encargada 

de desplazar el equilibrio de las reacciones biosintéticas en el sentido 

termodinámicamente favorable (Komberg, 1957), su importancia en el 

metabolismo celular se confirmó al demostrarse que es una proteína esencial para 

el crecimiento de Escherichia co/i (Chen et al, 1990). 

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

es Entamoeba histolytica (Mclaughlin y Aley, 1985), debido a que es capaz de 

utilizar el PPi como donador de energía para llevar a cabo reacciones 

endergónicas. En el metabolismo aeróbico de E. histolytica, se producen grandes 

cantidades de PPi. en la biosíntesis de macromoléculas y principalmente durante 

la formación de oxaloacetato a partir de fosfoenolpiruvato, catalizado por la 

carboxitransfosforilasa, de los tres moles de PPi que se producen en esta reacción 

dos son utilizados por la PPi-fosfofructocinasa y uno por la piruvato-fosfato­

dicinasa. Además, en el metabolismo anaeróbico existen varias vías que proveen 

de PPi a estas enzimas (Mclaughlin y Aley, 1985). 

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

pueden utilizar al PPi como donador de energía y que estos también cuentan con 

una PPasa citoplásmica (ver referencias de la Tabla 1), 10 que sugiere que la 

contribución de las enzimas que utilizan PPi como donador de energía, no es 

suficiente para mantener a este compuesto dentro de las concentraciones óptimas 
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para el crecimiento de las células, por 10 que siguen requiriendo de la enzima 

citoplásmica para realizar esta función. 

Las pirofosfatasas citoplásmicas se han clasificado en dos familias; la 

familia 1 ampliamente distribuida en procariontes y eucariontes, mientras que la 

familia II solo se encuentra en algunos procariontes. En procariontes las PPasas 

de la familia I son homohexámeros u homotetrámeros compuestos por 

subunidades de 20 kDa yen los eucariontes homodimeros con subunidades de 32 

kOa. Las enzimas mejor caracterizadas de cada uno de estos grupos son la de E. 

coN y la de Saccharomyces cerevisiae, respectivamente; estas enzimas utilizan el 

complejo Mg-PP¡ como sustrato y requieren de Mgz
> libre para expresar el máximo 

de su velocidad (Tabla 2). La estructura tridimensional de las subunidades dentro 

de esta familia se ha conservado, así como el sitio activo, el cual está constituido 

de 14 a 16 aminoácidos donde se alojan tres o cuatro iones Mgz
>. El mecanismo 

catalltico de las enzimas de esta familia consiste en la transferencia del grupo 

fosfato al agua, en un solo paso, sin la formación de un intermediario fosforilado 

de la enzima. El fluoruro es un inhibidor clásico de estas PPasas (Baykov ef al, 

1999). La familia 11 incluye unicamente pirofosfatasas de bacterias, que se han 

descrito en B. subtilis, Mefhanococcus jannaschii, Archaeglobus fulgidus, 

Streptococcus gordonii y Slreptococcus mutans (Young el al, 1998) y en dos 

especies de bacterias fotosintéticas púrpura no sulfurosas (Celis et al, 2003). 

Además mediante análisis de secuencias, se ha encontrado el gen en otras 13 

especies de procariontes. La secuencia de aminoácidos de estas PPasas no 

presenta similitud alguna con las de la familia 1; sugiriendo que no tienen un origen 

evolutivo común. Son homodimeros compuestos de subunidades de 34 kOa y 

poseen una actividad hidrolítica mayor que la de las enzimas de la familia 1, 

prefieren al Mnz
> tanto para formar el sustrato Mn-PPi, como para activarse. A 

diferencia de las PPasas de la familia 1, no son inhibidas por f1uoruro en presencia 

de Mnz• o Coz' (Tabla 2)· 
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Tabla 2. Caracteristicas de las pirofosfatasas citoplásmicas. 

Familia I 
~ 

~ 

Eucariontes Procariontes 

Organismo Saccharomyces Escherichia coli 
representativo 
Peso mOlecula~~el 
monómero (kDa 
Estructura cuaternaria 
pH óptimo 

kcal (s-
Km para PPi-catión 
{"MI 
Actividad especifica e 
Activador principal 
Sensibilidad a NaF 
Inhibición por Ca 

-pp¡ Mg como sustrato. 
b PP¡_ Mn como sustrato, 

cerevisiae 

32 

Dimero 

7 

300 

<6 ' 

100-400 
M 

S; 

S; 

< J.lmoles de PPi hidrolizado mino' mg prote fna- '. 
G En presencia de Mn~' o Co~' 

20 

Hexámero 
8-9 

200-300 

1-6 ~ 

< 1000 
M 

S; 

S; 

Familia 11 
~ ~ 

Procariontes 

Bacil/us subtilis 

34 

Dímero 
8-9 

1700-3300 

90-160 b 

-4000 
Mn ó Ca 

No 
No 

En el 2001 se obtuvo la primera estructura cristalográfica de una PPasa 

citosólica de la familia 11 (S. mutans) (Merckel el al, 2001). Al compararla con las 

PPasas de la familia I (E. coli y S. cerevisiae), se encontró que las 

conformaciones tridimensionales de éslas diferían notablemente. Las subunidades 

de las PPasas de la familia I tienen una estructura de p-barril, con un solo dominio 

por subunidad y el sitio activo en la parte superior del barril. Por otra parte, las 

subunidades de las PPasas de la familia 11 se estructuran en dos dominios (amino 

y carboxilo) unidos por una asa flexible y en cuya interfase se localiza el si tio 

activo. Esta estructura ha llevado a proponer que el mecanismo para la actividad 

de esta enzima implica una conformación cerrada cuando contiene al sustrato y 

una abierta en su ausencia. A pesar estas diferencias, existe una similitud notable 

en el sitio activo de las dos familias de PPasas: en ambas, el sitio activo es polar y 

el arreglo espacial de seis residuos se conserva, asl como la presencia de una 
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molécula de agua coordinada a dos iones metálicos que podría participar en el 

ataque nucleofílico al sustrato. Esto ha permitido proponer que el mecanismo de 

reacción de las dos familias de PPasas es análogo (no homólogo), lo cual es un 

ejemplo claro de evolución convergente (Merckel et al, 2001). 

Dentro de los organismos que utilizan PPasa citosólica de la familia 11 , se 

han identificado microorganismos patógenos como Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecalis, Streptococcus neumoniae, Streptococcus pyogenes, Vibrio 

cho/era y Listeria monocytogenes; es pues importante la caracterización de esta 

enzima ya que podría ser útil para el diseño de fármacos especificos contra estas 

bacterias. 

1.3.2. Pirofosfatasas membranales. 

Pirofosfatasas asociadas a membrana. 

Han sido encontradas en la membrana plasmática de la bacteria Sulfolobus 

acidocaldarius, en las mitocondrias de Pisum sativum (chicharo) y de S. cerevisiae 

y en el tilacoide de Spinacia oleracea (espinaca) Estas enzimas son fácilmente 

extraibles de la membrana por tratamientos con agentes caotrópicos y 

detergentes. Su estructura global no se ha determinado, sin embargo. el número y 

peso molecular de las subunids,pes catalíticas que se han aislado parece indicar 

que se trata de un grupo de enzimas más bien heterogéneo (revisado en 

Maeshima, 2000). 

1.3.2.1. Pirofosfatasas integrales de membrana, bombeadoras de protones 

Se encuentran en organelos como: vacuolas de plantas y algas (de la clase 

de las Caroficeas y en Acetabularia). La enzima acidifica el interior de la vacuola y 

proporciona energia para el transporte activo de solutos (Rea y Poole 1993; Zhen. 

el al. 1997). También se han encontrado en los acidocalcisomas de protozoarios 

parásitos de la familia de los tripanosomálidos (Scott el al. 1998) y del phylum de 

los apicomplejos (Docampo y Moreno. 2001 l, de las algas verdes como 

Chlamydomonas reinhardtii (Ruiz. el al 2001 l. de hongos como Dictyostelium 
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discoideum (Marchesini el al, 2002) y de la bacterias Agrobaclerium lumefaciens 

(Seufferheld et al, 2003) y R. rubrum (Seufterheld el al, 2004). 

las H+PPasas, además de existir en éstos organelos, también están 

presentes en la membrana plasmática de algunas células vegetales, eucarionles 

unicelulares (Pérez-Casti~eira el al, 2002 b) Y en las de las bacterias fotosinléticas 

Rhodospirillum rubrum, Rhodopseudomonas palustris, Rhodopseudomonas yiridis 

y Chromatium yinosum (Baltscheffsky y von Stedingk, 1966; Nore el al, 1990). 

Se han descubierto PPasas membranales en otros organelos y bacterias 

extremófi1as, por ejemplo: la membrana tilacoidal (Jiang el al, 1997) y mitocondrial 

(Zancani el al, 1995) de plantas, en la mitocondria de levadura (lundin, 1991), así 

como en las bacterias termófilas Sulfo/obus acidocaldarius (Meyer y SChafer, 

1992), Pyrobaculum aerophilum (Drozdowicz el al, 1999) y Thermotoga maritima 

(Pérez-Casti~eira el al, 2001) Y en la bacteria degradadora de benzoato 

Syntrophus gentianae (Schocke y Schink, 1998). lo que indica la posibilidad de 

una distribución amplia de las H'PPasas en la naturaleza. 

las H~PPasas son proteínas integrales de membrana, las cuales utilizan la 

hidrólisis del enlace de alta energía del PPi para Iranslocar H' a través de la 

membrana. Ni la estructura tridimensional, ni la cuaternaria de estas enzimas ha 

sido descrita aun, sin embargo, sus subunidades catalíticas han sido aisladas de 

varios organismos. las H'PPasas tanto bacterianas como vacuolares, consisten 

de una sola cadena polipeptídica de entre 70-80 kDa, hidrolizan al complejo Mg­

PP¡ Y requieren de Mg2
' libre como cofactor y activador (Celis y Romero, 1987: 

Maeshima, 2000). 

El K+ es un cofactor esencial de las H'PPasas vacuolares, que estimula la 

actividad hidrolílica más de tres veces, con una constante de disociación de 1.27 

mM, pero esta depéndencia no se ha encontrado en la mayoría de las H*PPasas 

bacterianas estudiadas, por lo que se ha dividido a las H*PPasas en dependientes 

e independientes de K'. Con base en el análisis bioinformática de 48 secuencias, 

se ha sugerido que las H'PPasas K*-dependientes y K*-independientes forman 

dos grupos que evolucionaron de manera separada (origen polifiletico) (Belogurov 

y lahti, 2002). El análISIS de secuencias de aminoácidos reveló que las H'PPasas 
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K+-independientes poseen una lisina y una treonina conservadas, las cuales están 

ausentes en las H+PPasas K+ -dependientes (Belogurov .y Lahti, 2002). La 

sustitución de la alanina 460 por lisina en la H+PPasa K+ -dependiente de la 

bacteria Carboxydothermus hidrogenoformans, es suficiente para hacer 

desaparecer la dependencia por éste catión, tanto para la hidrólisis como para el 

bombeo de H" dependiente de PPi (Belogurov y Lahti, 2002). Sin embargo, es 

probable que en general, la transición entre las H+PPasas K"-dependientes y K+­

independientes no sea tan simple como la sustitución de un aminoácido. 

En cuanto a la estructura primaria de las H"PPasas, existe un -40% de 

identidad entre las de bacterias y las de vacuolas, pero no se ha encontrado 

homología entre las H+PPasas y las PPasas citoplásmicas, a excepción de una 

pequeña región del sitio catalítíco (~aeshima, 2000). Las· H"PPasas de plantas 

tienen de 761 a 771 aminoácidos, con pesos moleculares teóricos que van de 79.8 

kDa a 80.8 kDa y con un punto isoeléctrico teórico de 5. La secuencia de 

aminoácidos se encuentra altamente conservada dentro de las plantas terrestres, 

(86% a 91% de identidad) y la región menos conservada son los primeros 60 

residuos del amino terminal. 

Por otra parte, la identidad entre las secuencias de aminoácidos de las 

H"PPasas de la bacteria R. rubrum (de 660 aminoácidos) (Baltscheffsky el al, 

1998) y de las algas Acetabularia acelabu/um y Charo corollina (organismos 

fitogenéticamente separados) es de 35-46% (Maeshima, 2000), mientras que su 

identidad con las PPasas vacuolares de plantas terrestres es de 36-39%. 

El análisis comparativo de las secuencias de aminoácidos de las H+PPasas 

ha revelado tres segmentos altamente conservados (Maeshima, 2000). El primero 

(Se 1) incluye el dominio catalítico para la hidrólisis del sustrato, que se encuentra 

expuesto al citosol; se ha propuesto que la secuencia (E/D)(X)7KXE constituye el 

sitio catalítico de las PPasas. incluyendo las solubles, la secuencia 

DVGADLVGKVE de las H+PPasas corresponde a esta configuración. El segundo 

segmento conservado (SC2) probablemente también se localiza en una asa 

hidrofilica y su función no ha sido determinada aun, aunque se sabe que contiene 

un residuo involucrado en la translocación de H+. El tercer segmento (SC3) 
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localizado en la parte carboxilo terminal contiene una docena de residuos 

cargados; experimentos preeliminares muestran que en la H+PPasa de frijol 

mungo el reemplazo de tres acidos glutamicos por glutaminas provoca la pérdida 

de la actividad enzimatica (Maeshima, 2000). Se piensa que este segmento puede 

estar expuesto al citosol y que juega un papel crítico en la función catalítica junto 

con SC1 y SC2. 

1.3.3. La H"PPasa y el acoplamiento entre la síntesis e hidrólisis de 

enlaces de alta energía. 

las H+PPasas constituyen un modelo para el estudio del mecanismo de la 

síntesis e hidrólisis de un enlace de alta energía acoplada a la trañslocación de H+, 

ademas de ser el único sistema altemativo a la H+-ATP sintetasa. 

Estructuralmente la H+PPasa es una enzima relativamente simple que contiene 

tanto al sitio catalilico como al canal de H+ en un solo polipeptido. 

La simplicidad estructural del PP¡ comparada con la del ATP, así como su 

posible presencia en los minerales de la tierra primitiva , permiten suponer que el PPi 

fue importante en las transformaciones bioenergéticas primigenias. Esta suposición 

debe considerarse ahora seriamente a la luz de la evidencia experimental actual, 

donde encontramos síntesis de PPi y utilización del PP¡ como fuente de energía en 

diferentes organismos vivos (Baltscheffsky el al, 1982). 

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

membrana en la evolución del mecanismo de acoplamiento de la óxido-reducción y 

la fosforilación. El grupo de (Baltscheffsky el al, 1982) ha propuesto que 

originalmente el sistema de transporte de electrones y el sistema de la PPasa de 

membrana eran fuentes de energía separadas. Posteriormente, gracias al 

funcionamiento en reversa de la fosfatasa, se dio un acoplamiento entre las dos 

entidades que funcionaban autónomamente, lo que condujo al primer almacén de 

energía con la configuración del PPi. Esta hipótesis postula que el primer transporte 

de H+ a través de la membrana estuvo representado por la PPasa que contenla un 

canal específico para el paso de H+. Durante la evolución, surgió la H'-ATP 
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sintetasa, esto creó una situación en la que coexistieron las dos enzimas (como es 

el caso de R. rubrum actualmente) pero con el tiempo, se perdió la PPasa (tal es el 

caso de otros sistemas actuales, como Rhodobacfer sphaeroides que solo tiene H+­

ATP sintetasa). Esta hipótesis parece lógica; sin embargo, se necesita un estudio 

más profundo de estas dos enzimas para probarla y poder así ubicar evolutivamente 

a la PPasa de membrana. 

1.3.4. La WPPasa de Rhodospirillum rubrum. 

La H~PPasa de R. rubrum es la única enzima bacteriana ampliamente 

estudiada. Esta enzima puede lleva a cabo la síntesis e hidrólisis de PPi en células 

completas o en cromatóforos aislados (Baltscheffsky y von Stedingk, 1966) . 

• Caracteristicas bioquímicas 

La H+PPasa sintetiza el PPi utilizando la energia del gradiente electroquimico 

de W generado por el transporte de electrones fotosintético (Baltscheffsky y von 

Stedingk, 1966) (Fig .2). La reacción tiene un pH óptimo de 7.5 y requiere iones 

Mg2~ (Guillory y Fisher, 1972). La sintesis de PPi es inhibida por antimicina 

(inhibidor del transporte de electrones) y desacoplantes (disipadores del gradiente 

electroquímico), pero no por oligomicina (inhibidor de la ATP sintetasa), que por el 

contrario, la estimula (Baltscheffsky y von Stedingk, 1966). 

,,' 
,, ' citosol 

.' 
~ 'Co .-

espacio periplasmico 

Flg.2. Esquema de la transducción energética en la bacteria fotoslntética Rhodospirillum 
rubrom. Se muestra a la H+PPasa, al Centro de Reacción Fotoqulmico (CR). a la cadena de 
transporte de electrones ya la ATPasa en la membrana del cromat6foro. QHz: ubiquinol, b5l!O y 
b_: citocromos b, Fe-S: Protelna hierro azufre de Rieske, e, y ~: citocromos c. F, y Fo: parte 
hidrofilica e hidrofObica de la ATPasa (tomado de Romero y Celis. 1990). 
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(Guillory y Fisher, 1972) encontraron que la velocidad máxima de formación de 

PPi se obtiene con una intensidad luminosa menor que la velocidad máxima para 

la sintesis del AlP en cromatóforos de R. rubrum. Estos aulores demostraron 

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

requerida para la slntesis de ATP (aunque la actividad relativa de sintesis de ATP 

con respecto a la de PPi, aun en intensidades luminosas muy bajas, es por lo 

menos del doble). Hay que tener en cuenta que R. rubrum crece en condiciones 

naturales a bajas intensidades luminosas, lo que puede sugiere que esta vía tiene 

un significado fisiológico importante. 

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

(Strid el al, 1987). A diferencia de lo que sucede con la sintesis de ATP inducida 

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

de membrana para llevarse a cabo; esto sugiere que requiere una fuerza 

protónmotriz menor que la necesaria para la sfntesis de ATP, reflejando un menor 

t.Go· de la reacción, o bien, que la PPasa requiere un menor numero de H· que la 

ATP sintetasa (Strid er al, 1987). Otra posibilidad para explicar este dato sería que, 

a diferencia de la H+-ATP sintetasa la H'PPasa carece de un inhibidor natural de 

la hidrólisis de PPi (Schwerzmann y Pedersen, 1986). 

Tanto la hidrólisis del ATP como del PPi, en oscuridad induce flujo reverso 

de electrones. El resultado de esta reacción es una reducción de citocromo b y la 

oxidación de citocromo C2 (Baltscheffsky, 1968). 

La hidrólisis de PPi se lleva a cabo fundamentalmente en condiciones de 

oscuridad y la enzima requiere iones Mg2+ no sólo para formar el complejo Mg­

PPi , que es el sustrato de la enzima, sino también como activador esencial (Lahti, 

1983; Randahl. 1979; Celis el al, 1985; Sosa et al, 1992). La actividad hidrolitica 

está parcialmente reprimida en la luz, aun en condiciones en las que no hay 

slntesís de PPi (Nishikawa el al, 1973). Es inhibida por Pi, NaF, por los análogos 

de PPi: ID? y MOP, asl como por butanol. En R. rubrum la actividad de hidrólisis 

de la H+PPasa es considerablemente más alta que la de la H·-ATP sintetasa y 
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sólo se igualan cuando ambas actividades se estimulan por desacoplantes 

(Baltscheffsky, 1969a y 1969b). El pH óptimo para la reacción de hidrólisis es de 

6.5 (Celis y Romero, 1987). 

La PPasa transloca H· a través de la membrana en urJa reacción acoplada a la 

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

respecto al exterior, de manera semejante a como lo hace la H*-ATP sintelasa. La 

estequiometrla H·'PPi reportada para la hidrólisis de PPi es de 2 (Sosa y Celis, 

1995). 

Asociadas a la hidrólisis de PPi y a la correspondiente formación de gradiente de 

H·, se han descrito varias reacciones dependientes de energia que incluyen: la 

transhidrogenación (Keister y Yike, 1967a), la reducción de los cnocromos b y e 

(Baltscheffsky, 1967), la reducción de .NAO· ligada a succinato (Keister y Yike, 

1967b), el bombeo de H* (Moyle et al, 1972), el cambio eleclrocrómico del caroteno 

(Holmes y Crofts, 1977) y la formación de ATP dirigida por PPi (Keister y Minton, 

1971) (Fig.3). 
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Cambio electrocromico del Caroleno 

I Reducción de NAO + I I Reducción de Citocromos b y c I 

~ // 
¡Gradiente electroquímico de H +1 

~ 11 ~ 
I Transhidrogenasa I ATP .-op"'p-C-¡ , 

Fig, 3, Reacciones dependientes o asociadas al gradiente electroquímico de H +, 

El Mg2+ libre ejerce un papel regulatorio sobre las propiedades catalíticas de la 

enzima. (Randahl, 1979) reportó que el Mg2
+ libre puede actuar como activador en la 

hidrólisis de PPi y que este catión puede unirse a la H+PPasa y protegerta contra la 

inhibición causada por agentes como NEM y Nbf-CI. 

Mediante estudios cinéticos se ha encontrado (Sosa et al, 1992) que el Mg2
+ libre 

es un activador esencial y ordenado de la actividad hidrolítica de la H+PPasa, donde 

primero debe entrar el Mg2+ a la enzima para después incorporarse el sustrato Mg­

PPi2. Y así hidrolizarse: 

Mg2+ + E -+ E-Mg + Mg_PPi2• -+ Mg-PPi-E-Mg -+ Hidrólisis 

Se ha determinado también, por estudios de modificaciones químicas, que el sitio 

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

Otros cationes divalentes libres también pueden inducir cambios en las 

propiedades cinéticas de la enzima. Por ejemplo el Zn2
• a pH 525 puede formar el 
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complejo Zn-PP¡ (tan buen sustrato como el Mg-PPi) y cuando está en foona libre 

inhibe la hidrólisis y el intercambio Pi-PPi (Celis y Romero, 1987; Romero y Celis, 

1995). 

(Ordaz et al, 1992), indican que la presencia de Mgz+ y Zn2+, no s610 protege a la 

enzima de su desnaturalización a 70 OC sino que además la activa. Al ser 

solubilizada la enzima se sigue observando este efecto protector hasta temperaturas 

de 65 oC, los datos anteriores sugieren la existencia de un sitio regulador en la 

enzima para estos cationes divalentes. 

El hecho de que la PPasa transporta H+ indica que contiene un canal para ellos; 

sin embargo, las características de este canal han sido muy poco estudiadas y no se 

sabe prácticamente nada acerca del camino de los H+, 

En R. rubrum el DCCD inhibe a la H+PPasa (Nyrén et al, 1991) Y en analogía con 

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

ser algún carboxilo de su región hidrofóbica bombeadora de H+. Asimismo, el 

trifenilestaño es un compuesto lipofilico que inhibe a la H+PPasa en algún 

componente en la membrana (Celis et al, 1998). 

Se han identificado varios residuos en las H+PPasas de plantas que están 

implicados con el bombeo de H+ y la inhibición de la actividad. (Zhen et al, 1997), 

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

A. thaliana, localizados del lado citoplásmico dentro de dominios transmembranales 

provocan la pérdida de la actividad y del bombeo de H+, lo que les llevó a concluir 

que pueden participar directamente en el pegado del DCCD y son esenciales para la 

catálisis. As! mismo, la sustitución del Glu-427 por Gln provoca la insensibilidad de la 

WPPasa al DCCD, reduce la translocación de H+ y disminuye la actividad de 

hidrólisis de PPí al 50%. Cabe destacar que este residuo se localiza en el segmento 

conservado CS2 en todas las H+PPasas conocidas incluyendo la de A. acetabulum y 

la de R. rubrum. 

A pesar de que la primera H+PPasa de R. rubrum fue descrita hace mucho 

tiempo (Baltscheffsky y van Stedingk, 1966), poco se sabe del papel fisiológico 

que desempeña dentro de la célula. Basándose en datos bioquímicos, se ha 

propuesto que la WPPasa de bacterias fotosintéticas es la responsable de 
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mantener el gradiente de H+ a través de la membrana en condiciones de baja 

energía (como el crecimiento en inlensidades luminosas bajas) para asegurar la 

sobrevivencia de la célula, utilizando como fuente de PPi gránulos de PPi y 

polifosfatos que se encuentran en el citosal (Nyrén y Strid, 1990). En éstas 

condiciones, la estimulación de la cadena de transporte de electrones fotosintética 

es insuficiente, por lo que el bombeo de H+ disminuye y por ende la síntesis de 

ATP; así la H+PPasa actuaria de manera hidrolitica sobre el PPi, generando un 

gradiente electroquímico de protones que podría ser utilizado, entre otras cosas, 

para la síntesis de ATP. 

Sin embargo, esta última propuesta no ha sido comprobada 

experimentalmente, por ello la importancia del presente trabajo, cuyo enfoque es 

brindar información acerca de cuál es el papel de la WPPasa en las bacterias 

fotosintéticas . 

• Caracteristicas genéticas. 

En 1998 se publiCó la secuencia del gen de la H+PPasa de R. rubrum, el 

cual se encuentra contenido en un marco de lectura abierto de 2,106 pb, que 

codifica para una proteína de 702 aa (71,609 Da) (Baltscheffsky, el al, 1998). La 

regulación de la expresión de el gen hpp en diferentes condiciones de crecimiento 

ha sido estudiada y se ha reportado la presencia de: transcrito, proteína y actividad 

enzimatica en condiciones de crecimiento anaeróbicas, en cultivos 

fotoheterotroficos, fermentativos. así como en respiración anaeróbica, mientras 

que en cultivos respiratorios aeróbicos, la expresión del gen hpp no se observa, 

desapareciendo tanto el transcrito, como la proteina y la actividad enzimatica. 

Además en condiciones de estrés salino la expresión del gen hpp se induce, 

alcanzando niveles similares a los observados en las condiciones anaerobicas. 

(López-Marqués et al, 2004) .. Mediante estudios de extensión del cebador, los 

mismos autores determinaron que en las condiciones de crecimiento 

fotosintéticas, fermentativas y de respiración anaefÓbíca el gen hpp de R. rubrum 

se transcribe a parti r de dos promotores en tandem, con los correspondientes 

sitios de inicio de la transcripción a -135 (TSP1) y -296 (TSP3) pb del codón de 
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inicio de la traducción ATG; el analisis de las regiones promotoras 

correspondientes para TSP1, revela la existencia de secuencias consenso tipicas 

para promotores anaerobicos, tales como el sitio de unión de RegA que se 

encontro entre los pb -23 Y -37 Y entre los pb -67 Y -79 del promotor. También se 

encontraron sitios de union putativos para 0'54 en las posiciones -13 y -24. Para 

TSP3, en la posición -63 se encuentra una secuencia similar al sitio de unión del 

factor de transcripción FNR y una putativa región -lO para el pe9ado de 0'10. Los 

estudios de extensión del cebador, en cultivos aeróbicos sujetos a estrés salino 

severo permitieron la identificación de otros dos promotores en tandem a -184 

(TSP2) y -301 (TSP3 ') pb del ATG. Para estos dos promotores se pudieron 

encontrar regiones -35 para el pegado de los factores 0'8 y aS, ambos involucrados 

en la, transcripción de genes que responden a estrés (López-Marqués el al, 2004). 

El codón de término es TIA Y río abajo de éste se encuentra un terminador 

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

rica en G+C, seguida por una secuencia rica en A+T (Baltscheffsky el al, 1998 y 

López-Marqués el al, 2004). Estos estudios, en concordancia con el tamaño del 

transcrito del gen hpp determinado por hibridación tipo Northem (2.5 kb), as! como 

el analisis de la organización genética de la región en el genoma de R. rubrum, 

donde se encuentra hpp, indican que este gen se transcribe en un mRNA 

monocistronico y que por ende no se encuentra incluido en ningun operón (l ópez­

Marqués el al, 2004). 

A partir de la secuencia de aa, se deduce que la H+PPasa es una protelna 

de membrana altamente hidrofóbica y de acuerdo a modelos computacionales, 

presenta 15 cruces transmembranales, tipo a-hélice, que involucran al 48% de la 

proteina (Maeshima, 2000). 

Aunque la identidad global (en aa) de la H+PPasa de R. rubrum con 

respecto a las H+PPasas de plantas y algas es de solo 37%; existen 3 regiones 

conservadas (SCj, donde esta identidad es del 80%. 
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2. OBJETIVOS. 

Objetivo general: 

Determinar el papel fis iológico de la H+PPasa de la bacteria fotosintética 

Rhodospiriflum. 

Objetivos particulares: 

A) Obtención de una mutante WPPasa" de R. rubrum. 

B) Caracterización de la mulante en diferentes condiciones de crecimiento. 

25 



3. MATERIALES Y METOOOS. 

3.1. Cepas bacterianas y medios de cultivo. 

Las bacterias empleadas en este trabajo se incluyen en la Tabla 3. 

Tabla 3. Cepas bacterianas utilizadas 

Cepas Características relevantes Referencia/Fuente 

Bacterias fotosintéticas 

RhodospiriJlum rubrum 
cepa silvestre 

American Type cell 

ATee 11170 Culture 

RG' Derivada de ATee Itl70 hpp-960::Karl este trabajo 

RGI-P RGI (pBBRIMC5-S) Gm' este trabajo 

RGt-PI RGI (pBBRI MC5-5-HPP-Rr) Karl' Gm' este trabajo 

RGI·P2 RGl (pBBR1MC5-5-HPP·Rp) Kan' Gm' este trabajo 

Rhodobacler sphaeroides 2.4.1. Oeulsche Sammlung 

D5M 158 
cepa silvestre 

von Mikroorganismen 

Rhodobacter capsulalus Oeutsche Sammlung 

DSM 1710 
cepa silvestre 

von Mikroorganismen 

Rhodopseudomonas palustris 2,1 .6, Oeulsche Sammlung 

D5M 5058 
cepa silvestre 

von Mikroorganismen 

Rhodomicrobium vannielii Oeutsche Sammlung 

DSM 162 
cepa silvestre 

von Mikroorganismen 

RhodospiriJlum fulvum Oeutsche Sammlung 

DSM 113 
cepa silvestre 

von Mikroorganismen 

Rhodopi/a globiformis Oeutsche Sammlung 

OSM 161 
cepa s~vestre 

von Mikroorganismen 

Escherichia cofi 

NM522 hsdA5,Allac,pro), F' , pro'/acfzt:.MI5 (Gough y Murray.1983) 

517-1 Pro'Res'Mod r&eA.Sm .plásmklo inlegrado 
(Prieter el al. 1985) 

RP4-Tc::Mu-Kan::Tn7 
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Las cepas de E. coli fueron cultivadas a 3rC, en aerobiosis y agitación en 

el medio Luria Bertani (LB, bactotriptona 10 gil, extracto de levadura 5 gil Y NaCI 5 

gIl, pH=7.5). En el caso de medios sólidos se agrega 2% de agar al medio. Los 

antibioticos utilizados, para seleccionar las donas transformadas con las 

diferentes construcciones fueron: kanamicina a 20 ¡.¡glml y gentamicina a 30 ~lglml. 

Las bacterias fotosintéticas fueron crecidas en medio liquido o sólido (agar al 

1.5%) en el medio de cultivo reportado por (Hutner, 1950), con las modificaciones 

de (Cohen-Bazire el al, 1957). Este medio está compuesto por: a) Base 

concentrada (N(CH2COOHh a 52 mM, MgS047H20 a 58 mM, CaCI26H20 a 29 mM 

(NH,}GM070 244H20 a 0.074 mM, FeS047Hi) a 0.35 mM y' Metales '44' a 50 mi I 

1). La solución de 'Metales '44'. Contiene: EDTA a 6.5 mM, FeS04 7H20 a 17.9 

mM, ZnS04 7H20 a 0.038 mM, MnSO, a 10.1 mM, CuSO, 5H20 a 1.5 mM, . 

Co(N03h 6H20 a 0.85 mM y Na2B,07 6H20 a 0.57 mM. bl KH2P04 a 20.0 mM, cl 

Acido succinico a 16.9 mM, d) (NH'nS04 a 3.7 mM, e) NaCI a 8.5 mM, f) Acido 

L-glutámico a 1.35 mM y g) Acido L-aspártico a 0.3 mM. Además se añade: 

ExtractodecameaI0.125%, Acidonicotlnicoa 10 ~tM, Tiaminaa 1.5 ¡.¡M Y 

Biotina a 0.04 ¡.¡M. 

En el caso de las bacterias fotosintéticas que han sido transformadas o 

modificadas, se agregan los antibióticos gentamicina ylo kanamicina en 

concentraciones de 15 y 25¡.¡g/ml respectivamente. 

3.2. Cultivo de bacterias. 

3.2.1. Cultivo de Escherichia coli. 

Las bacterias se cultivaron en condiciones aeróbicas a 37 oC, en el caso de 

cultivos en medio I1quido se agitaron de 250 rpm. 

3.2.2. Cultivo de bacterias fotosintéticas 

Las bacterias se siembran en placa por el método de dilución y se incuban 

a 30 oC para obtener colonias únicas. Una colonia se siembra por punción en los 

frascos con medio sólido. Se incuban en la oscuridad 12 h para que el crecimiento 

aeróbico elimine el O2 del medio. Terminado este período, las bacterias se 
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exponen a la luz de focos con filamento de tungsteno de 40 W, colocados a 30 cm 

(intensidad luminosa de 21 W/m2
). Estos cultivos pueden mantenerse como 

reserva o bien, utilizarse para cultivos posteriores. 

3.2.2.1. Cultivos en condiciones fotosintéticas. 

Para obtener grandes cantidades de bacterias se añade a los frascos de 

punción medio Irquido. Se dejan toda la noche en la oscuridad ya continuación se 

colocan a la luz. El medio se transfiere a frascos de 100 mi una vez que las 

bacterias han crecido y se repite el proceso, traspasando el incoculo a frascos de 

1 I Y de 9 I sucesivamente, siguiendo los pasos descritos con anterioridad. 

Para realizar las curvas de crecimiento en condiciones fotosintéticas a 

diferentes intensidades luminosas (21,6.25.3.6 Y 2 W/m 2
), se inoculan tubos p'ara 

fotocolorímetro de 10 mi con 3 o 4 colonias de bacterias y se crecen de la misma 

forma. El crecimiento se monitorea midiendo la turbidez del cultivo a intervalos de 

tiempo con un fotocolorimetro. los valores de la intensidad luminosa se ajustaron 

con un reóstato y se utilizó un radiómetro YSI-Kettering, modelo 65A, (Yellow 

Springs Instrument Ca.; Ohaio) para determinar la intensidad luminosa. 

3.2.2.2. Cultivos en condiciones respiratorias. 

Se inocula una colonia en tubos de ensaye con 5 mi de medio liquido, el 

cultivo se crece a 30 "C con agitación vigorosa (250 rpm) alrededor de 8 horas .. si 

se desea obtener cultivos con mayor volumen, se transfieren los 5 mi del cultivo 

anterior a 20 mi de medio en matraces nefelométricos (para realizar curvas de 

crecimiento) con capacidad de 250 mI. 
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3.3. Obtención de cromatóforos (membranas fotosintéticas). 

Una vez que las bacterias se encuentran en la fase de crecimiento logarítmica 

tardía . son cosechadas por centrifugación a 8,000 x g por 15 minutos. la pastilla se 

resuspende con amortiguador, 50 mM de MOPS, 50 mM de KCI pH 7.0 Y se 

centrifugan a 8.000 x g por 15 min para eliminar por completo los residuos del 

medio. Las pastillas se pesan y esto se considera como peso humedo. Si no se 

utilizan inmediatamente, las bacterias se almacenan a _70°C. 

Se siguió el método descrito por (Baccaríni-Melandri et al, 1978), para la 

obtención de cromatóforos. 

A. Las bacterias se resuspendieron en amortiguador 50 mM de Tris-HCI, 5 mM de 

MgCI2, pH 8 en una proporción 1/10 (g bacterias/ mi amortiguador), que 

contiene 1 mg de DNAasa por 100 g de peso húmedo de bacterias. 

B. Para romper las células se hace lo siguiente: se sonica la suspensión en lotes 

de 15 mi por 1:45 min en un sonicador Branson (Sonifier 250) puesto al 

máximo y enfriando con agua a 4°C (Scholes el al, 1969). 

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

cápsulas. etc. que quedan en el sed imento. 

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

80 min obteniéndose así una pastilla de cromatóforos. 

E. La pastilla de cromalóforos se resuspende en 50 mM de Tris-HCI, mM de 

EDTA 5 Y 2 mM de EGTA a pH 8 Y se centrifuga nuevamente a 100,000 x 9 

por 80 min, para quitar los cationes divalentes presentes en la preparación. 

F. La pastilla de cromatóforos obtenida del paso anterior se resuspende en 50 

mM de Tris-HCI pH 8 Y se centrifuga a la misma velocidad. Finalmente, los 

cromatóforos se resuspenden en el mismo amortiguador a una concentración 

aproximada de 60 mg de proteína/mI. 

G. La preparación de cromatóforos se guarda a 4 Oc y se usa en los 3 dias 

siguientes, período durante el cual no hay cambios en la actividad hidrolitica. 
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*Para la preparación de los cromatóforos cargados con el amortiguador MES, se 

resuspende a las bacterias en 20 mM de MES pH 6, 7 u 8 antes de que sean 

sonicadas y se incluye este amortiguador en todos lo pasos posteriores de la 

preparación de los cromatóforos. 

3.4. Determinación de proteína. 

La cantidad de proteina se cuantifica por los métodos: de (Lowry el al, 

1951) Y (Bradford , 1976), utilizando como estándar albúmina de suero bovino. 

3.5. Determinación de la actividad hidrolítica. 

La actividad hidrolitica o actividad de pirofosfatasa, se cuantifica como la 

liberación de Pi a partir de PPi a 30 oC, en presencia de MgCI2. La determinación 

de la actividad se lleva a cabo en la oscuridad. Para lograr estas condiciones se 

utiliza un cuarto iluminado con luz verde de seguridad (Schiff, 1972). 

El medio de reacción contiene: 50 mM de Tris-HCI pH 7.4 , 1 mM de PPiNa 

y 1.5 mM de MgC12. La reacción se inicia al añadir 0.5 mg de proteína de la 

preparación de cromatóforos, el medio se incuba a 30 oC durante el tiempo 

especificado en cada experimento y la reacción se ' detiene al añadir ácido 

tricloroacético a una concentración final de 6%. Por último, se centrifuga a 3,000 

rpm por 5 min y se cuantifica en el sobrenadanle el Pi presente con el método de 

(Sumner, 1944). La actividad especifica se refiere como nmoles Pi min" mg de 

proteína". Todos los experimentos se repiten por lo menos tres veces. 

3,6, Medición del bombeo de protones. 

La formación de 6pH fue ensayada midiendo el apagamiento de la 

fluorescencia del anaranjado de acridina inducida por la adición de Mg-PPi 

(actividad de pirofosfatasa) o de Mg-ATP (actividad de ATPasa) en los 

cromatóforos de R. rubrum (Sosa y Celis. 1995). Se incubaron los cromatóforos (1 

mg de proteina) en una cubeta con agitación a 30 oC en 2 mi de medio de 

reacción que contenía: 3 ~M de anaranjado de acridina, 20 mM de Tris-HCI pH 

7.4,5 mM de MgCI2, 200 mM de cloruro de colina y 250 mM de trealosa. Después 
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de que la ser"ial de la fluorescencia se estabiliza , se inicia la reacción con la 

adición de 1 mM del sustrato correspondiente (PPi o ATP). El estado estacionario 

del gradiente de pH se alcanza cuando el valor del apagamiento de la 

fluorescencia es estable; la fluorescencia se monitore6 utilizando un 

espectrofluorómetro SLM AMINCO, con una longitud de onda de excitación de 495 

nm y una de emisión de 540 nm. El gradiente se disipa rápidamente con la adición 

de 5 mM de EDTA o bien con la de 2.5j.lM del protonóforo CCCP. 

Para calibrar el valor del ópH inducido por PPi y ATP, se siguió el protocolo 

de (Sosa y Celis, 1995) y se prepararon cromatóforos de R. rubrum en 20 mM de 

Tris-MES pH 6, 7 u 8. El medio de reacción contiene: anaranjado de acridina 3 ¡..1M, 

Tris-MES con pHs que iban de 6 a 8.5, 5 mM de MgCI2, 200 mM de cloruro de 

colina y 250 mM de trealosa e~. un volumen final de 2 mI. La reacción se inicia 

agregando rápidamente cromatóforos (0.2 y 0.1 mg de proteína) a la cubeta de 

fluorescencia, que contenfa el medio de reacción. Se observó un apagamiento 

rápido de la fluorescencia, seguido de una lenta recuperación de la fluorescencia a 

la linea basal y después de aproximadamente 10 minutos se añade 4 mM de 

NH.CI para colapsar cualquier ópH residual y determinar la linea basal final. La 

curva de calibración del ópH se construyó graficando el porcentaje de 

apagamiento máximo, (con respecto a la fluorescencia basal en presencia de 

NH.CI de acuerdo a la siguiente relación : I09[%Q/(100-%0)] contra el 6pH 

impuesto. Dicho gráfico en todos los casos resultó ser una linea recta , la cual se 

utiliza para calcular por medio de la intrapolación el cambio de pH asociado a 

cualquier porcentaje de apagamiento de la fluorescencia. 

3.7. Purificaci6n de DNA gen6mico de R. rubrum. 

Para obtener el DNA gen6mico de R. rubrum se siguió el melodo descrito por 

(Marmur y Doty, 1961), con ligeras modificaciones, este consiste en lisar a las 

celulas con lisozima, incubando a 50°C, extracciones con fenal-cloroformo y 

precipitaci6n del ONA gen6mico con NaCI y Etanol. 
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3.8. Amplificaci6n de fragmentos de ONA de R. rubrum por medio de peR. 

Por medio de PCR se amplificaron 2 fragmentos de DNA cromosomal de R. 

rubrum, el primero de 1939 pb contenla casi la totalidad del gen de la H+PPasa de 

R. rubrum se utilizó para la interrupción de éste, mientras que el segundo de 2500 

pb contenía además del gen completo las regiones promotora y tenninadora de 

éste y se utilizó para la complementación de la mutante H"PPasa' (RG1). Para la 

amplificación del fragmento de 1939 pb se utilizó el siguiente par de 

desoxioligonucleótidos: sentido: CAGCGCGGTTTCTCAATCGT (localizado entre los pb 

228 Y 298 del gen hpp) antisentido: GCGACGATGTTGGTGATCTT (localizado entre los 

pb 2197 Y 2216 del gen hpp) (Fig. 4) Y para el fragmento de 2500 pb se utilizaron: 

ATIGCCCGCCGTIAGGCC (localizado a -550 pb del ATG de inicio (Fig. 4) Y 

ACAT.GCCGTICGACCTTTG (localizado 30 pb después del codon de termino TIA), 

sentido y antisentido respectivamente. 

J 
, , \. \ . ..\. \. \. , . , .! , L. , , J ! ' . J • L. " "!',"','!'!', L, ,. , ! ..... ..• 

Fig. 4. Localización de los oligonueleótidos utilizados para iilmplifieiil r tos fragmento por 
pe R. Se muestra la H'PPasa óe R. rubrum (RrPP), en color gris, inóicando las regiones 
consefVadas que comparte con las demas H'PPasas (SC!, SC2 y SC3). Debajo de ésta se 
muestra el gen correspondiente (hpp) y la localización de los oligonucleólidos sentido y antisentido 
para los fragmentos de 1939 pb (flechas continuas) y de 2500 pb (nechas punteadas). 

Para las diferentes amplificaciones se utilizaron los siguientes reactivos: 

DNA templado 
Desoxioligonucleótido sentido 
Desoxioligonucle6tido antisentido 
MgCI2 

DMSO 
Desoxinucle6tiodos trifosfatados 
Amortiguador Vent 10 X 
Vent DNA Polimerasa 
H,O 

[Final] 

100-200 ng 
100 picomolas 
100 picomolas 
0-0.5 mM 
10% 
0,1 mM 
1 X 
1 unidad 
(aforar a 100111 totales). 
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Una vez mezclados los componentes la reacción se lleva a cabo utilizando un 

termociclador, sometiendo la mezcla a los siguientes ciclos: 

95 oC 4 min 1 vez 

95 oC 1 m;n } 
55 oC 45seg 3 veces 
63°C 2 min 

95 oC 1 m;n } 
58 oC 45 seg 27 veces 
63 oC 2 min 

72 oC 10 min 1 vez 

Las temperaturas de alineamiento, mas no el número y orden de los ciclos 

variaron un poco dependiendo de la temperatura media de desnaturalización (Tm) 

de los diferentes pares de desoxioligonucleótidos utilizados. 

El resultado de la amplificación se analiza mediante electroforesis en geles de 

agarosa. 

3.8.1. Purificación del producto de peRo 

Una vez detectado por electroforesis el producto de PCR espera·do se purifica 

mediante el método de GENECLEAN 11 (siguiendo las indicaciones de los 

proveedores) para lo cual , se realiza una electroforesis en gel de agarosa 1% en 

amortiguador TAE de bajo punto de fusión a 70 V. Se corta la banda del gel y se 

coloca en un tubo Eppendorf de 1.5 mi, se agregan 3 volúmenes de solución de 

Nal, se incuba la banda durante 5 min a 50 oC para disolver la agarosa, se le 

a"'aden 5 )11 de la suspensión de "glassmilk" (afin al DNA) y se incuba a 4 oC por 

10 min, se centrifuga 5 seg a 14,000 rpm para bajar el complejo ONA-"glassmilk", 

el producto se lava tres veces con la solución "New Wash" que contiene etanol y 

se eluye el DNA con el volumen deseado de H20 precalentada a 50 QC. 
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3.8.2. Clonación del producto de PCR. 

Los productos de PCR se clonan en el vector PCR™II, utilizando el sistema de 

TA cloning (Invitrogen). Este método se basa en la propiedad de la enzima Taq 

polimerasa, de ai'iadir una desoxiadenosina (A) a los extremos 3' de fragmentos 

de DNA de cadena doble, el vector linea rizado de esle sistema tiene en los 

extremos 5' una desoxitimidina (T) , lo que permite que el producto de PCR se 

ligue con eficiencia al vector. 

En la reacción de amplificación, se utilizó Vent polimerasa en lugar de Taq, 

debido a su mayor fidelidad (Eckert y Kunkel. 1991 ). Dado que Vent polimerasa no 

deja colas de A, es necesario al"iadir estos extremos a nuestros productos 

purificados de PCR, utilizando Taq polimerasa. 

Una vez obtenido el producto de PCR con las colas de A se lleva a cabo la 

ligación: 

A. Se estima la cantidad del producto de PCR necesario para la ligación con 50 

ng (20 fmoles) de vector PCR™II. 

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

calcula el volumen necesario para la ligación, la cual puede ser hecha con una 

relación vectorl inserto de 1:1 o 1:3. 

C. Se anade una unidad de ligasa T4 y se incuba la reacción a 14 ac toda la 

noche. 

D. Se transforma la ligación en células competentes de E. coli NM522 

3.9. Obtención de células competentes y transformación. 

Se utilizó el método descrito por (Sambrook el al, 1989), con ligeras 

modificaciones, este consiste en: Crecer a las bacterias hasta la fase exponencial 

temprana, tratarlas ean CaCI2 y darles un shock térmico a 42° e para 

permeabilizar la membrana y que el plásmido penetre a la célula. finalmente las 

bacterias se plaquean en cajas LB con: los antibióticos necesarios, en el caso de 

la transformación con PCR™II , 100 ¡.¡.g/ml de ampicilina; además de 25 ~I de Xgal 

(40 mglml) y 25 ¡.¡.I de IPTG 0.1 M, como inductor gratuito; para seleccionar 
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mediante complementación alfa a las clonas que poseen el plásmido, con el 

inserto (colonias blancas). 

3,10. Obtención de la mutante H+PPasa' de R. rubrum, 

Los plásmidos utilizados la obtención de la mutante RG1 (mediante 

interrupción del gen hpp) y la obtención de las cepas derivadas a partir de la 

mutante RG1 se muestran en la tabla 4. 

Tabla 4. Plásmidos utilizados. 

¡ i 
Fuente del resistencia a kanamiclna 

este 

Una vez clonado en pCRWM el fragmento de 1939 pb del gen de la 

H+PPasa de R. rubrum (el cual se denominó pCR-Hpp), se localizó un sitio de 

restricción único, que solamente estuviera en el fragmento de 1939 pb Y no en el 

vector pCRII™ (Stul a 960 pb del inicio del gen) y la construcción se digirió con 

ésta enzima. Por otra parte, mediante la digestión con Pst1 del vector pUC4K 

(Vieira y Messing. 1982) se obtuvo un fragmento de DNA (1250 pb) con la 

resistencia a kanamicina, que se utilizarla para interrumpir al gen de la H·PPasa. 

Debido a que los sitios de restricción de las enzimas Stul y PsII no sdn 

compatibles (la primera deja extremos romos en el DNA y la segunda cohesivos), 

para poder realizar la ligación de ambos fragmentos, se procedió a volver romos 

los extremos del fragmento de resistencia a kanamicina (digerido con PSfl), 
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utilizando DNA-polimerasa del fago T4 , para digerir los extremos cohesivos 

dejados por Pst/. 

la ligación (pCR-Hpp-K), se transformó en células competentes de E. coli 

NM522, de la manera que se indica en las secciones anteriores. Finalmente, 

después de verificar la interrupción del gen mediante PCR se procedió a subclonar 

este fragmento de (1250+1939 pb) en el vector suicida pSUP202, para su 

posterior transformación en la cepa S 17 de E. coli e inmediatamente la 

conjugación de esta bacteria con la cepa silvestre de R. rubrum. 

3.11. Conjugación. 

Para obtener a la mutante H·PPasa' (RG1) se lleva a cabo el 

remplazamineto genético del alelo silvestre hpp P9r hpp-960::Kan , durante la 

conjugación mediante recombinación homologa; para realizar la conjugación se 

llevo a cabo la siguiente metodologia: Se cultivan las bacteria receptora y 

donadora hasta la fase logarítmica tardía, se toman alícuotas de ambos cultivos, 

Se lavan las bacterias, se resuspenden y se mezclan, depositándolas en 

fragmentos estériles de nitrocelulosa, se mantiene la conjugación de 5 a 24 h a 30 

oC. Se resuspenden las bacterias y se cultivan en cajas de Cohen-Bazire con 

gentamicina a 15 ~Iglml y ácido nalidíxico a 20 ¡.Ig/ml para eliminar a la bacteria 

donadora. 

3.12. Verificación de la interrupción del gen hpp. 

Para verificar la interrupción del gen se realizan amplificaciones por PCR e 

hibridización tipo Southern (utilizando métodos descritos en Sambrook el al, 1989) 

marcando las sondas de acuerdo con el protocolo "gene images random p~ime 

label1ing module" (Amersham). El procedimiento se basa en la utilización de 

desoxioligonucle6tidos de 9 pb con secuencia aleatoria que funcionan como 

primeros para iniciar la síntesis de DNA utilizando como templado la sonda a 

marcar; en este sistema la f1uorescelna-11-dUTP se incorporó al ONA sintetizado, 

reemplazando parcialmente al dTIP. La detección de la f1uoresceína, se realizó 

con anticuerpos anti-f1uoresceína acoplados a fosfatasa alcalina. Por tratarse de 
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sondas homologas. tanto la hibridización corno los lavados de la membrana se 

llevaron a cabo en condiciónes de máxima severidad a una temperatura de 70De . 

3.13. Obtenci6n de las demás cepas empleadas en los experimentos. 

Para poder asegurar que los efectos observados en la mutante RG1 se 

debieran únicamente a la interrupción del gen hpp, se reconstituyó a la mutante 

con su propio gen hpp (complementación homóloga). Además se le añadió el gen 

de la H+PPasa de Rhodopseudomonas palustris (complementación heterologa). 

Para el primer caso se utilizó el fragmento de -2500 pb que contenía al gen de la 

H+PPasa de R. rubruf"[l con su promotor y se clonó en el vector de amplio espectro 

pBBR1MCS-5 el cual posee resistencia a gentamicina. Para la complementación 

hetefÓloga se utilizó un fragmento de 5.000 pb que contiene al ge.n de la H+PPasa 

de R. palustris que ya se tenia en el laboratorio, (Garcia-Contreras, 2002) y se 

clonó también en pBBRl MCS-5. Ambas construcciones fueron introducidas a E. 

coN 517 mediante transformación y posteriormente a RGl mediante conjugación. 

Las clonas complementadas de forma homóloga y heteróloga fueron 

denominadas: RG1-P1 y RG1-P2 respectivamente, mientras que la transformada 

únicamente con el vector fue nombrada RG1-P (ver Tabla 3). 
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4. RESULTADOS 

4.1. Obtención de la mutante RG1 (H+PPasa')de Rhodospiriflum rubrum. 

Estudios previos demostraron la existencia de una sola copia del gen hpp, 

de la H·PPasa de R. rubrum cuya parte codificante es de 2108 pb (Baltscheffsky 

el al. 1998). En este trabajo se describe la construcción de una mutante, así como 

su caracterización. 

l a estrategia para la obtención de la mutante fue por remplazamiento 

genético del alelo silvestre por el alelo hpp-960::Kan. Para ello. en primer lugar se 

amplificó, mediante PCR, un fragmento de 1939 pb (que contiene alrededor del 

90% del gen) (Fig .5 A), el cual se clonó en el vector pCRlln.~ . Posteriormente, se 

insertó un fragmento de 1250 pb que codifica para la resistencia a kanamicina en 

el sitio de Stul (entre los nucleótidos 960 y 961 de la parte codificante del gen) 

(Fig.5 B.). ... 
' " I 

A 
1I" " " .!""·, · " " I " """" . ,,,.,.! 1 '1 " " 2m 

B 

Fig.5. Interrupcl6n del gen hpp que codifica para la H'PPasa de R. rubrum. Se muestra la 
H'PPasa de R. rubrum (RrPP), en colO!' gris, indicando las regiones conservadas (SC 1, SC2 y 
SC3). Debajo de ésta se muestra el gen correspondiente (hpp) y el sitio único de Sful donde se 
insertó el fragmento de resis tencia a kanamicina (en negro). A) allelo hpp silvestre, se indica con 
flechas la localización de los oligonucle6lidos sentido y antisentido para el fragmento de 1939 pb, 
B) allelo interrumpido hpp-960::Kan . 

Posteriormente el fragmento EcoRI de 3189 pb que contenía la construcción 

hpp-960::Kan, fue clonado en el plásmido pSUP202. Este vector es movilizable 

pero incapaz de replicarse en R. rubrum (vector suicida). Este plásmido se 

introdujo en la cepa S17 de Escherichia cofi mediante transformación . Finalmente, 

por medio de conjugación diparental entre S17 y R. rubrum. la constrocción con el 

gen interrompido se transfiere a ésta última. Debido a que pSUP202 es incapaz de 

replicarse en R. rubrom, la única manera de que ésta adquiera la resistencia a 
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kanamicina es mediante el intercambio del gen silvestre por el interrumpido, por 

recombinación homóloga. Para seleccionar las clonas de R. rubrum que tuvieran 

únicamente la copia interrumpida del gen en el cromosoma (dobles 

recombinantes), las exconjugantes se crecieron en placas de medio adicionado 

con kanamicina y posteriormente se probó su sensibilidad al cloramfenicol 

(resistencia incluida en el pSUP202 que se presentaría solo en caso de que un 

fragmento del plásmido, o bien el plásmido completo se hubiese insertado en el 

cromosoma de R. rubrum). De esta manera se seleccionó una clona Km'Cms y se 

denominó RG1. La Fig.6 esquematiza la estrategia utilizada para la interrupción 

del gen. 

• • , 
EcoRl 511/1 EcoRJ . " < U lJ&Cl6n 

psuP 202 
7.4kb 

". 
12SQ pb 

-

Trllnslormacl6f1 
..... , nEcoN S1T 

I 5,I..:cl6f1 d, las 
• clonas de R. 

Conjugación rubrum K. n·. en'" 
R. rubrum .... 

Fig.6. Estrategia utilizada para obtener la mutante H· PPasa·. la mutante fue obtenida mediante 
la interrupción del gen con un cassette de resistencia a kanamicina, los detalles se especifican en 
el texto. 
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la clona con el gen interrumpido se caracterizó con hibridación tipo 

Southern utilizando como sondas el fragmento de 1939 pb del gen de la H+PPasa 

de R. rubrum y el cassette de resistencia a kanamicina de 1250 pb (Fig.7). 

A B 
VS, Kan 

wt RGl wl RGl 

M 811~ X/toI 8g~ XIIoI M M 811~ Xhol 8gft XI,,>! M 

-

Flg.7. Hibridación tipo $outhern del ONA cromosomal de la transconjugante RG1 . la 
hibridación fue realizada. en condiciones de alta severidad y utilizando como sondas el fragmento 
de 1939 pb del gen de la H'PPasa (A) y el de 1250 pb de la resistencia a kanamicina (8); el ONA 
cromosomal fue digerido con las enzimas de restricción 89/1 y Xhol; los carriles marcados con una 
M se refieren a marcadores de peso molecular, la señal de hibridación inespeclfica (indicada con 
flechas) en estos carriles tiene un peso de 1375 pb. 

Como se observa en la Fig.7, cuando el ONA genómico digerido con BgfI 

de la cepa silvestre de R. rubrum y de la clona RG1 ~n hibridados contra el 

fragmento de 1939 pb de hpp, aparece una sola banda en ambos casos, con la 

diferencia de que la correspondiente a RG1 tiene un aumento de tamaño 

proporcional a los 1250 pb del gen de resistencia a kanamicina (Fig. 8). En 

cambio, si se utiliza el fragmento de Kan (1250 pb) como sonda, el ONA 
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cromosomal de la cepa silvestre no presenta señal alguna, pero si se aprecia en el 

ONA de la exconjugante una banda del mismo peso que cuando se utiliza la sonda 

de 1939 pb. Cuando se utiliza el ONA cromosomal digerido con la enzima de 

restricción Xhol, en el caso de la cepa silvestre aparece nuevamente una sola 

banda al hibridar contra la sonda de la H·PPasa: sin embargo. en el caso de la 

exconjugante aparecen dos bandas que suman el equivalente del gen más el 

fragmento que confiere resistencia a la kanamicina (esto es debido a que este 

fragmento tiene un sitio de restricción para Xhol a 33 pb del inicio de el cassette 

de kan (Fig. 8). Al hibridizar contra la sonda de kanamicina, solo apareció la 

banda de menor peso molecular de la transconjugante, que es donde está la 

mayor parte del fragmento de kanamicina (en concordancia con la Fig.8). Estos 

resultados indi~an que efectivamente se realizó correctamente la interrupción del 

gen de la H·PPasa. 

'"' '" 

'" 

B 

'''''''.' , " .. .. 
- _ .. = ...... , . ..,.. , , , , , , .' .. 

Flg.8. Fragmentos generados en el allel10 silvestre y en el hpp-960::Kan, por la dlgesti6n con 
las enzimas de restrlccl6n empleadas en el análisis de hibrldacl6n tipo Southern. A) Xhol y 
B) Bg~. En ambos casos se muestran el aUelo silvestre hpp (en la parte superior) y el interrumpido 
hpp--960::Kan. 
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Asimismo. la amplificación por PCR del DNA de RG1. utilizando los 

desoxioligonucle6lidos que sirvieron para amplificar el fragmento de 1939 pb. 

produjo una sola banda de 3189 pb correspondiente a la suma de los fragmentos 

de 1939 y 1250 pb (datos no mostrados). 

En resumen, tanto el análisis por hibridación. como la amplificación por 

PCR confirmaron que la transconjugante seleccionada RG1. contenia una sola 

copia del gen interrumpido con el cassette de resistencia a kanamicina. 

No obstante que la localización del gen de la H+PPasa de R. rubrum (hpp) 

dentro de su genoma parece indicar que se trata de un gen monocistrónico (no 

forma parte de un operón) ya que en la vecindad inmediata del gen. hacia ambos 

lados. se encuentran regiones donde no parece haber un marco de lectura abierto. 

Ninguno de los genes vecinos de hpp tienen una relación funcional directa con la 

H+PPasa . por ejemplo. en la región 5"de hpp, a 6400 pb se encuentran marcos 

de lectura abiertos para la enzima tiamina monofosfato cinasa, para un factor de 

terminación de la transcripción, para la sintetasa de la cadena B- de la riboflavina. 

etc .. mientras que en la región 3", a 2132 pb de éste hay marcos de lectura 

abiertos para la sinletasa de polihidroxialcanoato, para un gen putativo de una 

lactato hidrogenasa y varios genes de proteinas no caracterizadas (datos 

obtenidos de la pagina web del genoma de R. rubrum 

hllp:/Iwww .ncbi. n/m. nih. gov/genomeslframik. cqi?gi=5116&db=G). 

Para asegurar que los posibles efectos en el fenotipo de RGl se debieran 

exclusivamente a la pérdida de la actividad de H+PPasa asociada a la interrupción 

del gen y no. por ejemplo. a algún efecto polar sobre los genes adyacentes. se 

procedió a su complementaci6n. Para detertminar que el fenotipo de RG1 se 

debieran exclusivamente a la pérdida de la actividad de H+PPasa asociada a la 

interrupción del gen y no, por ejemplo, a algún efecto polar sobre los genes 

adyacentes. se generaron cepas conteniendo el gen hpp de R. rubrum 

(complementación homóloga) y de R. pafustris (complementación heterologa) en 

el vector pBBR 1 MCS-5 procediendo de la manera que se detalla en la sección de 

Materiales y Métodos. Para descartar que los efectos en el fenotipo de la clona 

H+PPasa" fueran ocasionados por el vector donde se clonaron los genes se 
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transformó también a la clona H"PPasa' con el vector libre de inserto, esta clona 

se denominó RG 1-P Y fue utilizada en todos los experimentos como control 

negativo. Una vez construidas la mutante RG1 y las mutantes complementadas 

se procedió a la caracterización. 

4.2. Caracterización de la clona RG1 (mutante H'PPasal 

4.2.1. Determinación de la actividad de hidrólisis de PPi y de generación de 

un bombeo de H+ en cromatóforos. 

Para evaluar si la clona RG1 habia perdido la actividad de H+PPasa se midió la 

hid rólisis de PPi en membranas fotosintéticas (cromatóforos), as[ como el bombeo 

de H' a expensas de la hidrólisis de PPi. En la Fig .9 se muestra que la actividad 

hidrolitica se pierde completamente en RG1 y se recupera con la introduccion del 

plasmido pBBR1-hpp-rr que contiene el gen homologo, el cual restauró la 

actividad aun 120 "lo, mientras que con el gen heterologo hpp de R. palustris se 

recupera un 70%. 
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RG1-P1 RG1 -P2 

Flg.9. Hidrólisis de PPI en los cromalóforos de las di ferentes cepas util izadas. Se grafican los 
promedios y las desviaciones esténdar de 3 experimentos. wt: cepa silvestre. RGl (Hpp-960::kan) 
mutanle con el gen de la H'PPasa interrumpido, RG1 -P: RGl transformada con el vector 
pBBR1MCS-5 libre de inserto, RG1·Pl : transformada con el gen homólogo de RG1. RG1-P2: 
transformada con el gen heterólogo de RG1 . 
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La capacidad de bombear H· de los cromatóforos de la mulanle RG1 

utilizando como sustrato PPi, también desaparece (Fig. 10 B) y se recupera con la 

complementación homóloga (Fig.l 0 C) o la heteróloga (datos no mostrados), el 

ópH generado en estos casos es de 1.65 unidades. Para verificar que la falta de 

bombeo de H· se debiera únicamente a la ausencia de la H·PPasa y no a que las 

membranas de la mutante no estuviesen selladas, se determinó la generación de 

ópH utilizando ATP como sustrato (Fig.10 D). En este caso, el ópH generado por 

la 

A R. rubrum wt B ~ RGl 
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Flg.10. Bombeo de H" a expensas de PPI o de ATP en cromatóforos de las diferentes cepas. 
Se determinó por el apagamiento de la fluorescencia del anaranjado de acrldina. La reacción se 
inició con la adición de lmM de PPi (Fig. l0 A-e) o 2 mM de ATP (Fig.7 O). Los gradientes de pH 
fueron colapsados con la adición de 2.5 ~M de CCCP (Fig.l0 A) o 5 mM de EOTA (Fig.l0 e y 
Fig.l0 O). A) wt. B) RG1, e) RG1-Pl y O) RG1. 
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hidrólisis de ATP, es de 1.9 unidades, tanto en los cromatóforos de RG 1 como en 

los de la cepa silvestre, 10 que confirma que la pérdida del bombeo de H+ a 

expensas de PPi se debe efectivamente a la interrupción del gen. 

Una vez que se verificó bioquímicamenle que la cepa mulante RGl 

carecía de las actividades de la H'PPasa, se procedió a realizar su caracterización 

fisiológica. 

4.2.2. Crecimiento en condiciones de bajo potencial en los metabolismos 

fotosintétlco y respiratorio. 

4.2.2.1 . Crecimiento fotosintético anaer6bico a diferentes intensidades 

luminosas. 

De acuerdo con la hipótesis de Nyrén y Strid, (1990), el papel de la H'PPasa 

de R. rubrum in vivo, es el de generar un gradiente electroquímico de H' que le 

proporcione energía en condiciones de bajo potencial, por esta razón se analizó a 

la mutante RG1 en diferentes condiciones de baja energla. El primer expe:rimento 

consistió en determinar el efecto de la intensidad luminosa sob.re el crecímiento de 

las diferentes cepas de bacterias. Los resultados muestran que, a intensidades 

luminosas altas 21 W/m2 (normalmente utilizadas para el crecimiento de la 

bacteria), el crecimiento de RGl es indistinguible del de la cepa silvestre (Fig. l1 

A), sin embargo, a medida que la inlensidad luminosa disminuye, se observa un 

retraso en su crecimiento (Fig.l 1 By Fig.l1 C), hasta que finalmente a una 

intensidad luminosa muy baja (2 Wfm2
), RGl es incapaz de crecer. (Fig.11 D). Las 

cepas complementadas con los genes hpp de R. rubrum (RG1-Pl y R. palustris 

(RG1-P2), fueron capaces de crecer de manera similar a la cepa wt a intensidades 

luminos De 21, 6.25 Y 3.6 W/m 2
, sin embargo a 2 W/m2 mostraron un crecimiento 

menor con respecto a la cepa wt. 
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Fig.11 Efecto de la Intensidad luminosa en el crecimiento fotosintétieD anaeróbico de las 
diferentes cepas. La intensidad luminosa se ajustó con un reóstato y se determinó su valor 
utilizando un radiómetro. A) 21 W/m2

, B) 6.25 Wfm1
, e) 3.6 W/m 2 y D) 2 Wfm 2 . • wI, ... RG1 . 

.6. RG t ·P , 1) RG1-Pl, . RG1-P2. 

Los resultados demuestran el papel de la H'PPasa en el crecimiento de R. 

rubrum en inlensidades luminosas bajas, al grado de ser esencial en intensidades 

luminosas muy bajas (2 Wfm2
), mientras que en inlensidades luminosas altas 

(condiciones de alto potencial), la ausencia de esta enzima no afecta a las 

bacterias . 

A partir de las curvas de crecimiento se detenTlinaron los tiempos de 

duplicación y el tiempo de duración la fase de inicio del creciminento (lag, tiempo 

que tardan las bacterias en comenza r el crecimiento exponencial). En la tabla 5 se 

observa Que a medida Que la intensidad luminosa disminuye, el tiempo de 

duplicación de todas las cepas aumenta, debido a Que la energía disponible es 

cada vez menor, este incremento es de la misma magnitud para todas las clonas, 
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a excepción de RG1 a 2 W/m2, intensidad luminosa a la cual no crece. Sin 

embargo, el efecto de la pérdida de la H'PPasa se aprecia claramente en la 

duración de la fase de inicio del crecimiento (lag). En todas las cepas, la duración 

de la fase inicial aumenta al disminuir la intensidad luminosa, pero en el caso de 

RG1 este tiempo es mucho mayor, al grado que a una intensidad luminosa de 2 

Wfm2
, le resulta imposible comenzar el crecimiento exponencial (por 10 menos en 

el tiempo evaluado). las bacterias en esta intensidad luminosa aparentemente se 

mantienen en una fase lag, ya que si, después de un largo periodo a 2 W/m2
, son 

transferidas a una intensidad luminosa alta (21 W/m 2), son capaces de crecer. 

Tabla 5. Efecto de la intensidad luminosa en el crecimiento fotosintético. 

Tiempo de generación (h) Duración de la fase lag (h) 

(W/mz) wl RG' RG1 ·P2 RG1 ·P1 wl RGI RG1·P2 RG1·P1 

21 10.8 10.8 10.8 10.8 1.5 1.5 1.5 1.5 

6.25 43.2 42.3 41.3 42 12 72 12 12 

3 .• 172 167 .60 165 192 343 192 193 

2 470 00 485 480 250 00 375 350 

Otra diferencia en el crecimiento de las cepas carentes de H·PPasa es que 

en una intensidad luminosa de 3.6 W/m2 alcanzan la fase estacionaria en menos 

tiempo y con menos unidades Klett que la cepa silvestre, lo que indica que la 

ausencia de H'PPasa en estas condiciones limita el crecimiento (la generación de 

biomasa de la mutante RG1 es menor pesar de encontrase en un medio rico en 

nutrientes, Fig.11). 
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4.2.3.1. Crecimiento en ciclos luz..oscuridad. 

En la naturaleza las bacterias fotosintéticas están sometidas a la sucesión 

de! día y la noche. por lo que se realizaron cultivos en ciclos de luz -oscuridad 

(12h-12h). Bajo estas condiciones y a una intensidad luminosa alta (21 W/m2), se 

puede observar que todas las cepas crecen mientras estan iluminadas y que dejan 

de hacerlo durante el periodo de oscuridad, observándose incluso una disminución 

en la lectura de la densidad óptica del cultivo (Fig.12 A). Nuevamente se aprecia 

que a esta intensidad luminosa el crecimiento de la mutante no se ve afectado con 

relación al de la cepa silvestre, aunque existe una diferencia significativa entre el 

crecimiento de todas las cepas en iluminación continua y discontinua, (ver Fig. 11 ). 

Cuando se utiliza una intensidad luminosa de 3.6 W/m2 en los ciclos de luz­

oscuridad, (Fig.12 B), el efecto en la fase de inicio (lag) de la mutante RG1 es 

notorio. Presenta una fase de inicio de 580 h, comparada con la duración de la 

fase de inicio de 343 h que tienen en iluminación continua (Tabla . 5). Estos 

resultados indican que la H+PPasa es importante para el crecimiento de R. rubrum 

en ciclos de luz-oscuridad, condiciones prevalecientes en su ambiente natural. 
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Flg.12. Curvas de crecimiento fotoslntéllco en ciclos de luz-oscuridad. Al 21 Wfm2
• B) 3.6 

Wfm2. wI , .. RG1 , ... RG1-P. O RG1-Pl ,. RG1-P2. 
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4.2.3.2. Crecimiento respiratorio a diferentes concentraciones de 0 2. 

En los experimentos anteriores. se demuestra la importancia de la H'PPasa 

para el crecimiento de la bacteria en condiciones de baja energra siempre 

relacionadas al crecimiento fotosintético-anaeróbico. Previamente se reportó. que 

en las membranas respiratorias de R rubrum también se localiza la H+PPasa 

(Romero el al, 1991), por lo tanto. se decidió explorar si la enzima le proporciona a 

la bacteria alguna ventaja para su crecimiento, en una condición de bajo potencial 

no inducida por la luz. Para lograr esta condición, se disminuyó la concentración 

de oxigeno, lo que provocaría un decremento en la concentración del aceptor final 

de electrones de la cadena respiratoria. Hay que hacer nolar que en R. rubrum. 

las oxidasas terminales no han sido estudiadas suficientemente, sin embargo, 

datos reportados en la bacteria fotosintética R. sphaeroides indican que la 

expresión del gen de la citocromo oxidasa tipo aa3 se reprime cuando la 

concentración de 0 2 disminuye (Mouncey y Kaplan , 1998) lo que podria contribuir 

significativamente a la aparición del estado de bajo potencial. No obstante que la 

afinidad de la cilocroma oxidasa de por el O2 es muy alta, con una km para O2 de 

26 ~IM , en el caso de la citocroma oxidasa tipo cbb3 de R. palus/ris. (King y Drews. 

1976). 

Al disminuir la concentración de oxigeno del 21% (concentración normal de 

la atmósfera) al 10%. el crecimiento de la cepa silvestre no se ve afectado 

(Fig.13), sin embargo. la mutante RG1 sufre un efecto negativo notorio. En este 

caso, a diferencia de los anteriores, se puede apreciar que no es la fase de inicio 

del crecimiento (lag) la que se ve aumentada en RG1, sino que más bien el efecto 

principal es en la fase exponencial, ya que la mutante crece a un ritmo mas lento. 

llega a la fase estacionaria antes y alcanza un menor valor de unidades Kletl. Es 

claro, que la H·PPasa en estas condiciones de baja energra podría proporcionarle 

a la célula una fuente alterna de generación de gradiente electroquímico de H+. 
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4.2.4. Transiciones metabólicas. 

Una característica de las bacterias fotosintéticas púrpura no sulfurosas es 

que pueden vivjr utilizando diferentes metabolismos. Cuando las condiciones 

ambientales cambian, la bacteria probablemente requiere de un periodo de 

adaptación al nuevo entorno, durante estas transiciones es posible que se genere 

una situación de bajo potencial donde la bacteria no pueda obtener energía 

fácilmente. Con el objetivo de saber si la WPPasa pudiera ser importante durante 

este periodo de adaptación. se realizaron los siguientes experimentos: 

a) Transición del metabolismo fotosintético a respiratorio. 

Para realizar este experimento se cultivaron las bacterias en medio líquido 

en anaerobiosis e iluminación a una intensidad luminosa alta (21 W/m2
) . Para 

asegurar que las bacterias estuvieran perfectamente adaptadas al metabolismo 

foloheterotrófico se subcultivaron previamente al experimento, por lo menos tres 

veces. Para realizar la transición, las bacterias adaptadas se dejaron crecer hasta 

la mitad de la fase exponencial de su crecimiento fotosintético y en ese momento 
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se transfirieron a condiciones de crecimiento aeróbico en la oscuridad. Como se 

puede apreciar en la Fig.14 A esta transición no afecta a ninguna de las cepas. 

Incluyendo a la mutante RG1, ya que practicamente siguen creciendo al mismo 

ritmo al trasladarlas a las condiciones aeróbicas y sin que se aprecie algún efecto 

diferencial en RG1. 

b) Transición del metabolismo respiratorio a fotosintético. 

En este experimento se subcultivaron varias veces a las bacterias en 

condiciones aeróbicas en la oscuridad, de manera similar al experimento anterior, 

para su adaptación. Posteriormente, al llegar a mitad de la fase exponencial, se 

transfirieron a condiciones de crecimiento anaeróbicas en la luz (21 W/m2
). En 

este caS? se presenta un retardo considerable de todas las cepas antes de que 

puedan iniciar el crecimiento foloheterolrofico exponencial (Fig.14 B). La duración 

de esta nueva fase de inicio es mayor en el caso de la mutante RG1 (40 h) con 

respecto al de las cepas que poseen H·PPasa (14 h). Además las cepas con 

H'PPasa comienzan antes la nueva fase de crecimiento exponencial, lo hacen con 

un tiempo de duplicación menor (10.5 vs. 12 horas) que las clonas que no 

poseen H*PPasa (comparar las pendientes en la parte que corresponde a la 

nueva fase exponencial). Lo que indica que en este tipo de transición , la 

H*PPasa es muy importante para reducir el tiempo en que las bacterias se 

adaptan a las nuevas condiciones de crecimiento. 
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Fig.14 Transiciones d e un tipo de metabolismo a otro. A) De fotos!ntesis a respiración. 25 mi de 
cultivo folosintético se transfirieron a matraces con capacidad de 250 mi y se agitaron a 250 rpm . 
En oscuridad. B) De respiraciÓfl a loloslnlesis. 10 mi de cultivo respiratorio se transfirieron a tubos 
de ensaye en condiciones aeróbicas y con luz. En el caso de las condiciones fotosinlét icas se uso 
una intensidad luminosa de 21 Wlm2 . • wt, ... RGI, ... RGl-P, O RGI -PI, + RG1-P2. 

4.3. Crecimiento de diversas especies de bacterias fotosintéticas púrpura no 

sulfurosas en intensidades luminosas bajas . 

Dentro de la familia de las bacterias fotosintéticas púrpura no sulfurosas, 

existen especies con y sin H+PPasa. En el caso de R. rubrum la presencia de la 

enzima es importante para su crecimiento en condiciones de bajo potencial 

(fotosintéticas o aeróbicas) y esencial en intensidades luminosas bajas, por lo 

tanto, surge la pregunta ¿las especies que carecen de la enzima naturalmente son 

incapaces de crecer en estas condiciones? Para determinar esto, se realizaron 

curvas de crecimiento en iluminación muy baja (2 W/m2
) utilizando diversas 

especies con (Rhodospiri/lum rubrum, Rhodospiri/lum fufvum, Rhodopila 

globiformis, Rhodopseudomonas palustris, Rhodomicrobium vaniell/) y sin 

(Rhodobacter sphaeroides y Rhodobacter capsufatus) H'PPasa respectivamente. 

La Fig.15 muestra que, únicamente aquellas especies que poseen H'PPasa 

fueron capaces de crecer en la intensidad luminosa muy baja, aunque son 

capaces de crecer en intensidad luminosa de 21 W/m2 (datos no mostrados) lo 

que abre la posibilidad de que la presencia de la enzima sea un factor 
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delenninante dentro de las especies de esta familia bacteriana para su crecimiento 

fotosintético en intensidades luminosas muy bajas. 
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Fig,15. Curvas de crecimiento de diferentes especies de bacterias fotosintélicas púrpura no 
sulfurosas a intensidad luminosa de 2 Wlml

. Especies con H·PPasa: .6. Rhodospirillum rubrum. 
• Rhodospirillum fulvum, • RhodopiJa g/obiformis, .6. Rhodopseudomonas palustris y • 
Rhodomicrobium vanialli. Especies sin H·PPasa: _ Rhodobacrer sphaeroides y • Rhodobacter 
capsulalus. 

Una manera alternativa de estudiar este fenómeno es introducir el gen hpp 

a una bacteria fotosintética que no la tenga y determinar si esta enzima es capaz 

de conferir la capacidad de crecer en intensidades luminosas muy bajas. Para eno 

el ptásmido pBBR1-Hpp-Rp se transfirió R. sphaeroides (Garcia-Contreras, 2002), 

sin embargo, aunque la actividad de hidrólisis de PPi que se obtiene de esta 

expresión heteróloga en R. ' spaheroides es del 20% con respecto a la obtenida en 

cromatóforos de R. pafustris, la cepa fue incapaz de crecer a una intensidad de 2 

W/rn 2
, no obstante, es interesante que en intensidades luminosas más altas (3.6 y 

6.25 W/m2
) la introducción de la H+PPasa le confiere a R. sphaeroides la 

capacidad de tolerar una concentración mayor de gentamicina que la cepa que 

contiene únicamente al vector (datos no mostrados). 
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5. DISCUSIÓN. 

En este trabajo se clonó en gen hpp de Rhospirillum rubrum que .codifica 

para la H+PPasa, posteriormente se realizó la construcción y caralerización de una 

mutanle H·PPasa" de R. rubrum. La mutante creció de la misma manera que la 

cepa wt en condiciones medio de cultivo rico, anaerobiosis. iluminación alta y 

continua, temperatura conslante de 30 ne, etc. Indicando que la H'PPasa no es 

esencial, a diferencia de la PPasa citos6lica. Sin embargo, en condiciones donde 

la energía es limitada, esta enzima resulta de gran importancia para la 

proliferación de la bacteria, estas condiciones son más parecidas a las de su 

medio ambiente natural (Fig.12), 

La mutante RG1 obtenida mediante la, interrupción del gen, se caracterizó. 

lanto molecular como bioqulmicamente y resultó de gran utilidad para estudiar el 

papel fisiológico de la H+PPasa en la bacteria fotosintética R. rubrum, El gen hpp 

es muy importante para que las bacterias inicien la fase de crecimiento 

exponencial, como se puede observar en el crecimiento en intensidades luminosas 

bajas (2 - 6.25 W/m2
) (Fig.11 8-0) Y en la transición de metabolismo aeróbico a 

fotosintético-anaeróbico (Fig.14 8). A medida que la disponibilidad de la energía 

disminuye, la importancia de la enzima se vuelve más evidente, a tal grado que 

llega a ser esencial cuando esta es muy escasa, como ocurre durante el 

crecimiento en intensidades luminosas muy bajas (2 W/m2, Fig ,11 O) donde 

solamente la cepa silvestre y las complementadas son capaces de crecer. Cabe 

mencionar que cuando las condiciones experimentales se aproximan a las del 

ambiente natural de la bacteria, (anaerobiosis, intensidad luminosa baja y ciclos de 

luz-oscuridad), la enzima se vuelve un factor muy importante para el crecimiento 

de R. rubrum (Fig. 12). 

En el caso de la transición del metabolismo fotosintético a respiratorio (Fig.14 

A) la H+PPasa no es importante en la adaptación al cambio en el metabolismo. 

Esto puede explicarse porque prácticamente todos los componentes, asl como la 

maquinaria enzimática necesaria para que las bacterias puedan obtener energía 

quimioheterotróficamente, se encuentran presentes en las bacterias que crecen en 
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el metabolismo fotoheterotr6fico, por ejemplo, algunos de los componentes de la 

cadena de transporte de electrones fotosintética y respiratoria son los mismos, 

como el complejo bCl y el citocromo c (Pfenning, 1978), las enzimas denominadas 

complejo 1 y 11 (NADH Y succinato deshidrogenasas) (Pfenning, 1978), utilizados 

para la respiración, también se encuentran presentes durante el crecimiento 

fotosintético y el único componente que faltaría para poder obtener energla en 

condiciones aeróbicas seria una oxidasa terminal. Por consiguiente , y como se 

observa en los resultados obtenidos (Fig .14 Al, la bacteria nunca se encontrarla 

en una situación de bajo polencial, además, hay que tomar en cuenta que al 

aumentar la concentración de O2, de acuerdo a (López-Marqués et al, 2004) los 

niveles de H+PPasa disminuirlan drásticamente por lo que esta enzima en 

aerobiosis, podría no tener relevancia fisiológica p~ra las .bacterias. 

Cuando analizamos la transición del melabolismo aeróbico al fotosintético­

anaer6bico, se observa que las bacterias tardan en adaptarse a las nuevas 

cond iciones, antes de iniciar el crecimiento y la ausencia de la H"PPasa aumenta 

la duración de este periodo (Fig.14 B). En este caso, la bacteria tiene que 

sintetizar muchos componentes esenciales para el crecimiento fotoheterotrófico 

que no están presentes cuando crecen aeróbicamente, como son los pigmentos 

que captan la luz, el centro de reacción bacteriano, los complejos cosechadores 

de luz, los cromatóforos (invaginaciones de la membrana fotosintética) (Pierson y 

Castenholz. 1978; Golecki y Oelze, 1975) e incluso la misma H+PPasa, ya que la 

expresión del gen hpp se ve inducida al pasar del crecimiento aeróbico a 

anaerobiosis, (López-Marqués et al, 2004). De tal manera, que en el momento de 

la transición y durante el tiempo que la bacteria larda en sintetizarlos. es probable 

que se genere un estado transitorio de baja energia (bajo potencial); en donde la 

generación de gradie~ta electroqulmico de H+ por la H+PPasa seria útil para 

obtener energía en forma de ATP y así poder acelerar la slntesís de estos 

componentes y concomitantemente disminuir el tiempo de retardo para que las 

bacterias inicien el crecimiento exponencial. 

Finalmente, cuando la condición de bajo potencial se genera al disminuir la 

concentración de O2 (Fig. 13 B). también es importante la presencia de la H+PPasa 
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para el crecimiento adecuado de estas bacterias. Recientemente (López-Marqués 

et al, 2004), estudiaron la regulación de la WPPasa y de la PPasa citoplásmica de 

R. rubrum en diferentes tipos de metabolismo, determinando los niveles de 

transcrito de los genes, la cantidad de protelna y la actividad específica de ambas 

enzimas. Ellos encuentran que estas enzimas parecen regularse de manera muy 

diferente, tanto en el patrón temporal de expresión, como en los niveles de la 

actividad, en las diferentes condiciones metabólicas. Por ejemplo, la expresión de 

la PPasa citoplásmica en las diferentes condiciones de crecimiento (aeróbicas, 

anaeróbicas, fotosintéticas, respiratorias y fermentativas) se da de manera 

constitutiva, mientras que la H+PPasa se expresa preferencialmente en 

condiciones de anaerobiosis, lo que probablemente se deba a que la expresión del 

gen hpp esté controlado por las proternas reguladoras FNR (ql,le responde 

directamente a los niveles de 02. induciendo la transcripción de genes que se 

requieren en anaerobiosis), así como el sistema de dos componentes RegB/RegA 

(que controla la expresión de varios genes, entre ellos los requeridos para el 

metabolismo fotosintético de R. capsulatus y R. sphaeroides. haciendo que la 

transcripción de estos aumente cuando la concentración de O2 disminuye). 

Además, otro aspecto importante en la regulación de la expresión del gen 

hpp es que cuando las bacterias se crecen quimioheterotróficamente, y se le 

añade al medio 1 M de NaCI, el transcrito del gen de la H+PPasa aumenta 

dramáticamente, transcribiéndose a partir de dos promotores en landem distintos 

a los que se utilizan para la transcripción del gen hpp en anaerobiosis. los cuales 

poseen sitios de unión para factores a involucrados con estrés (López-Marqués el 

al, 2004): lo que sugiere que la enzima le confiere una ventaja a la bacteria 

durante el estrés salino. La exposición de estas bacterias a ni~eles tan elevados 

de NaCI en la naturaleza es poco probable, no obstante es muy importante el 

hecho de que los niveles y actividad de esta enzima pueden responder a las 

condiciones medioambientales y específicamente a un tipo de estrés. Por otra 

parte, los resultados del presente trabajo, utilizando una mutante carente de la 

H+PPasa, muestran que la enzima es importante para R. rubrum en situaciones de 

estrés provocadas por la limitación de energía, acortando la duración de la fase de 
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inicio del crecimiento (lag) y/o permitiéndole a la bacteria crecer en condiciones de 

bajo potencial (Garcia-Contreras el al, 2004). Tomando en cuenta que el medio 

ambiente en el que vive R. rubrum es cambiante, que la bacteria está expuesta a 

situaciones de estrés y que tanto la concentración de oxigeno como la 

disponibilidad de luz pueden variar, {lo que induciría cambios en los niveles de 

expresión del gen hpp (López-Marqués et al, 2004)), esta proteina podría ser de 

importancia vital para la supervivencia de la bacteria en la naturaleza, más aún, si 

se toma en cuenta que el aprovechamiento de los nutrientes para la generación de 

biomasa se ve disminuido en la mutante RG1 en intensidades luminosas 

intermedias como 3.6 W/m 2 donde esta es capaz de replicarse (Fig.1 1 C). l a 

determinación de la expresión del gen hpp y del gen de la PPasa citoplásmica, 

axial como de la actividad de las enzimas en nuestras condiciones experiment'.l!es 

nos ayudaria a comprender de mejor manera el papel de esta enzima en el 

metabolismo de R. rubrum; ya que no se puede descartar una regulación de estos 

factores dependiendo por ejemplo de la intensidad luminosa o la fase de 

crecimiento. Tal y como sucede en respuesta a la concentración de 02, (López­

Marqués ef al, 2004), axial pues, por poner un ejemplo, los niveles de hpp y la 

actividad de H+PPasa probablemente estén disminuidos en los cultivos que crecen 

aeróbicamente (con los niveles mas bajos cuando la concentración de O2 es alta) 

y cambien drásticamente en tos experimentos de las transiciones metabólicas. 

En cuanto al mecanismo que expl icaría cómo la enzima puede ayudar a la 

célula a crecer en las condiciones de bajo potencial, nosotros proponemos que: en 

condiciones de muy baja energía, que pueden presentarse porque las cadenas de 

transporte de electrones fotosintética y respiratoria no funcionan a su máxima 

capacidad, o bien porque la concentración de ATP no es suficiente para sustentar 

el metabolismo celular (baja producción o allo consumo), la H+PPasa funcionaria 

en el sentido hidrolitico, proporcionando un gradiente electroquímico de H+ que 

permitiría compensar estas deficiencias y utilizarse, entre otras cosas, para 

sintetizar ATP (Fig.16). (Nyrén y Strid , 1991) hablan propuesto este mecanismo 

para explicar el papel de la enzima de R. rubrum en condiciones de bajo potencial 

impuesto al disminuir la intensidad luminosa. Al hidrolizar PPi, la enzima 
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cooperaría para disminuir la concentración de este metabolito y por ende 

favorecerfa el funcionamiento de las reacciones biosintéticas al evitar que el 

equilibrio termodinámico de estas reacciones se alcance. 

Otras actividades celulares 

/'" Biosin'.sis t 
PPi ~TP 

Pi 

t 

Baja estimulaclón de la 
cadena de transporte de 
electrones 

H'PPasa - Hidroliza PPi dando dirección a la biosíntesis 
y genera gradiente de H+ para síntesis de ATP. 

flg.16. Posible mecanismo mediante et cual la H+PPasa de R. rubrum puede ejercer su 
electo en el metabolismo de la bacteria, en condiciones de bajo potencial. 

Aunque no existe ninguna evidencia experimental directa que demuestre que 

los efectos observados en la mutante RG1, durante el crecimiento en condiciones 

de baja energía, se deben a la pérdida de la actividad hidrolítica de PPi y a la falta 

de un gradiente electroqufmico de H+ generado por la H+PPasa, esta razón parece 

ser la más probable, tomando como base los antecedentes acerca de H+PPasas 
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de R. robrum y de otros organismos (Baltscheffsky, 1967a y 1968; Baltscheffsky 

y Nyrén, 1984; Nyrén y Strid, 1991, Maeshima 2000). Aunque la enzima de R. 

rubrum sea capaz de sintetizar PPi aprovechando el gradiente de H+, (actividad 

que al menos las H+PPasas vacuolares no pueden realizar in vitro) , la síntesis de 

este metabolito podría llevarse a cabo únicamente en condiciones donde la 

estimulación de la cadena de transporte de electrones fuera suficiente como para 

producir un gradiente de H+ significativo, en estos casos la H+PPasa contribuiría a 

la producción y mantenimiento de la poza intracelular de PPi. Sin embargo, hay 

que tomar en cuenta que, de acuerdo con los parametros cinéticos de las 

actividades enzimaticas de síntesis e hidrólisis de PPi, la ruptura de PPi tendría 

una eficiencia calalítica 2 ordenes de magnitud mayor que la de su síntesis: ya 

que la velocidad máxima para la síntesis y la hidrólisis de PPi por la H'PPasa de 

R. rubrum es de: 1.2 y 12 ~M de PPi min'\ ~mol de bacterioclorofila'\ síntetizado o 

hidrolizado respectivamente: mientras que las constantes de disociación para los 

diferentes sustratos son, para la hidrólisis 65 ~M de PP¡ y para la sínlesis 600 ~M 

de Pi (Nyrén y Strid , 1991). Por otra parte, no hay que olvidar que la síntesis es 

dependiente de la existencia de un gradiente de H+, por lo que esta actividad , en 

las condiciones de crecimiento reales de la bacteria (bajo potencial), podría 

resultar poco significativa. Para detallar un poco mas el mecanismo mediante el 

cual la H+PPasa de R. robrom es capaz de ejercer sus efectos fisiológicos, se 

podría diseñar una mulante puntual de la H+PPasa, como la reportada por (Zhen 

el al, 1997) en la H+PPasa vacuolar que esta afectada principalmente en la 

actividad de bombeo de H+ (95% de la actividad se pierde) y que conserva 

alrededor del 50% de la hidrólisis de PPi. Este tipo de mutante resultaría muy útil 

para determinar si la generacjón del gradiente de H+ es lo que le confiere a la 

bacteria la posibilidad de crecer en condiciones de bajo potencial , o bien si la 

hidrólisis por sí sola es la que juega el papel mas importante. 

Por otra parte, el hecho de que sólo las especies de bacterias folosintéticas 

púrpura no sulfurosas que presentan H+PPasa pueden crecer en iluminación muy 

baja (2 W /m2, Fig. 15), podría significar que esla enzima es un requerimiento 

esencial y general dentro de este grupo de bacterias para permitir la adaptación al 
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crecimiento en intensidades luminosas bajas. Esto podria verse reflejado en 

diferencias en los habitats de estas bacterias, las especies con H+PPasa, podrían 

proliferar en condiciones donde la intensidad luminosa fuera mas baja que la 

mínima necesaria para el crecimiento de las especies que carecen de la enzima. 

Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que lo que determine el 

crecimiento en un nicho especifico sean otros factores, como el tipo de PPasa 

citoplásmica o diferencias en el aparato fotosintético y/o en las unidades 

cosechadoras de luz. Para validar la posibilidad de que la H·PPasa sea un factor 

importante para la adaptación al crecimiento en intensidades luminosas bajas, a 

nivel de este grupo de bacterias, es necesario realizar otros experimentos, como 

probar el crecimiento en condiciones de bajo potencial de un mayor número de 

especies, generar mutantes H+PPasa' en otras especies, expresión de la H+PPasa 

en especies que no la posean naturalmente (como es el caso de la inroducción del 

gen hpp de R. palustris a R. sphaeroides, en donde debido a que la expresión 

heterologa de esta enzima es baja, no podemos estar seguros de que con una 

mayor nivel de actividad de esta enzima se le logre conferir a 'R. sphaeroides la 

capacidad de crecer a intensidades luminosas bajas). 

Además de la correlación descrita anteriormente (presencia de H+PPas,,! y 

crecimiento en intensidades luminosas muy bajas), se ha encontrado que aquellas 

especies que poseen H+PPasa tienen una PPasa citoplásmica de la familia I 

(Romero et al, 2003), mientras que aquellas que carecen de la enzima membranal, 

poseen una PPasa citoplásmica de familia 11 (Celis et al, 2003). A pesar de que 

ambas clases de PPasas solubles funcionan hidro!izando al PPi intracelular, estas 

familias no son homólogas y son muy diferentes entre si. Por un lado, a nivel de la 

secuencias nucleotldica y peptídica, carecen de homología. mientras que a niveles 

estructural y bioquímico presentan muchas diferencias, como el estado de 

agregación, la actividad espeCífica, el requerimiento de cationes, la sensibilidad a 

inhibidores naturales como algunos intermediarios del ciclo de Calvin y artificiales 

como el f1uoruro, o a los análogos de sustrato (Merckel et al, 2001; Young el al, 

1998), lo que podría indicar una diferente regulación de estas enzimas in vivo. De 

manera que las bacterias que poseen PPasa citoplásmica de la familia I tendrían 
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que regular estrictamente a esta enzima para dejarle suficiente sustrato a la 

H·PPasa cuando funcione de manera hidrolitica, (este es uno de los puntos mas 

cuestionados de la hipótesis de (Nyrén y Strid, 1991). En cambio, en las bacterias 

que poseen PPasa citoptásmica de familia 11 no se necesitaria una regulación muy 

precisa de la enzima, esto quizá se ve reflejado en su mayor actividad especifica, 

asi como en la insensibilidad a inhibidores que afectan la actividad de la PPasa de 

familia l. Es probable que estas diferencias en la regulación tengan que ver con el 

hecho de que solo las PPasas solubles de Familia 1 coexisten con las H·PPasas 

en las bacterias las poseen. Una forma para dilucidar si esta correlación tiene 

relevancia fisiológica seria intercambiar la PPasa soluble de R. rubrum por una de 

la familia 11 y estudiar el comportamiento de esta quimera. 

Recientemente el grupo de Docampo (Seufferheld el al, 2004) reportó que 

la H·PPasa de R. rubrum, además de estar presente en la membrana plasmática , 

se localiza en unas vesiculas intracelulares llamadas acidocalcisomas. Esta 

información abre la posibilidad de que parte de su papel en la-fisiología bacteriana 

sea acidificar el interior de estos "organelos" (Fig. 17 B), de manera que la mutante 

H·PPasa· no podría llevar a cabo esta función, a menos de que, al igual que en las 

vacuolas, coexistiera con una V-ATPasa bombeadora de H· (Fig.17 e). Ahora 

bien, en condiciones de bajo potencial, donde la disponibilidad de ATP estaría 

disminuida. la bomba dependiente de ATP no funcionarIa y la H+PPasa se 

convertirla en la principal bomba acidificadora del acidocalcisoma (Fig.17 E). El 

hecho de que en condiciones de alta energía tanto la mutanle RG1 como la cepa 

silvestre tienen el mismo patrón de crecimiento, podrla deberse a dos 

posibilidades, que la H+PPasa sea la única bomba que acidifique el interior de los 

acidocalcisomas y que en alta luz este proceso no fuera importante para la célula, 

o bien que la H·ATPasa u otra bomba capaz de intemalizar H+, pudiera sustituir a 

la H·PPasa y llevar a cabo la acidificación del acidocalcisoma (Fig.17 O). Si este 

fuera el caso (coexistencia de ambas enzimas), no se podría descartar que parte 
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de la energla proveniente de la hidrólisis de PP¡ fuera utilizada para la síntesis de 

ATP (Fig.17 F), lo que en bajo potencial seria un aporte energético importante, tal 

como lo plantearon Nyrén y Strid , (1991) que en su momento se desconocía tanto 

la existencia de acidocalcisomas en R. rubrum como la presencia de la H+PPasa 

en las membranas de estos or9anelos. 

Sin embargo, todas estas posibilidades son especulaciones y faltan 

evidencias experimentales, como la determinación de la actividad de la H+PPasa 

del acidocalcisoma, su capacidad de bombeo de H+ y su contribución (en 

comparadón con la H+PPasa de la membrana plasmática) al metabolismo del PPi, 

para poder determinar su papel real en la bacteria. Así como determinar la 

presencia de una H+ ATPasa u otra bomba capaz de inlernalizar H+ en el 

acidocalcisoma. 

Para analizar con más detalle el papel de la H+PPasa de R. rubrum es 

necesario correlacionar los cambios en las concentraciones del PPi y otros 

compuestos fosforilados con la actividad in vivo de las enzimas que metabolizan al 

PPi en las diferentes condiciones experimentales, tanto en la cepa silvestre como 

en la mutante. 

5.1. Una visión general de la función fisiológica de las H+PPasas. 

Actualmente se considera Que el papel fisiológico de las H'PPasas de plantas 

es hidrolizar al PPi y bombear H' al interior de las vacuolas para acidificar el medio 

y generar un gradiente que permita el transporte activo secundario de moléculas. 

En este modelo se ha estudiado tanto la regulación de la expresión del gen de la 

H+PPasa como su actividad, en diferentes condiciones de crecimiento de las 

plantas (Maeshima, 2000). Se sabe que en los tonoplastos de tejidos en 

crecimiento tanto la cantidad como la actividad de la H+PPasa es mucho mayor 

que en los tejidos maduros, lo cual correlaciona con un aumento de la 

transcripción del gen. Así, en la mayoría de los tejidos jóvenes, la H+PPasa 

constituye la principal bomba de H+ de las membranas vacuolares, pero a medida 

Que se desarrolla el tejido, la concentración de ésta disminuye, al mismo tiempo 
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que la de la H+ ATPasa vacuolar aumenta hasta convertirse en la principal bomba 

de H+ de los tejidos maduros. 

la interpretación que se le ha dado a este hecho es que cuando la planta es 

joven, la H+PPasa vacuolar hidroliza el PPi del citosol (que proviene de la 

bioslntesis de ácidos nucleicos, proteinas, celulosa y otras biomoléculas), 

utilizándolo como una fuente de energla para el transporte activo de H+ hacia el 

interior de las vacuolas en expansión, de esta manera, las plantas mantienen su 

crecimiento activo. Una vez que la planta ha madurado, la actividad biosintética 

disminuye y el PPi deja de producirse en grandes cantidades: la tasa de transporte 

de solutos al interior de la vacuola también desciende y la expansión de las 

vacuolas termina; asimismo, la cantidad de ATP disponible aumenta (al no tener 

que ser utilizado para la biosíntesis), lo que correlaciona con el hecho dé que la 

actividad de H·PPasa se reduzca mientras que la de la H+ATPasa vacuolar 

aumente en los tejidos vegetales maduros (Fig.18) (Nakanishi y Maeshima, 1998: 

Maeshima,1990; Shiratake el al,1997). 

Por otra parte, la concentración de la H+PPasa vacuolar en plantas se ve 

aumentada bajo condiciones de estrés (Colombo y Cerana, 1993). Por ejemplo, se 

ha reportado que en las plantas cultivadas en condiciones limitadas de nutrientes 

• minerales como: K+, N03· y Ca2+, tanto la actividad de hidrólisis de PPi como el 

bombeo de H+ dependiente de PPi, se incrementan tres veces con respecto a los 

niveles observados en plantas cultivadas en condiciones normales. Sin embargo, 

en este caso, el aumento en la actividad no correlaciona con un aumento en la 

cantidad de enzima, por lo que debe de tratarse de una activación 

postraduccional, la cual se ha sugerido que posiblemente esté modulada por Ca2+ 

o citocinasa (Kasai el al, 1998). 

Otra condición de estrés que se ha estudiado es la anoxia, en donde se ha 

observado un incremento de 75 veces en la actividad de la H+PPasa vacuolar 

después de 6 días de tratamiento. A medida que estas células vuelven a 

oxigenarse, la H+PPasa vacuolar recupera sus niveles originales. Debido a que la 

actividad de la H+ATPasa vacuolar no se ve modificada, se ha propuesto que la 

H'PPasa pudiera estar remplazando a la ATPasa en esta condición, para 
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Fig.18. Papel de las H· PPasas en el crecimiento de tos tejidos vegeta les. En los tejidos en 
desarrollo. el ATP se uUliza principatmente para la bioslntesis de macromoléculas y para las 
funciones celulares, por lo que la hidrólisis del PPi es la fuente principal para la acidificación de las 
vacuolas. En tejidos maduros la producción de pp, intracelular disminuye. concomilanlemente con 
la cantidad y actividad de la H·PPasa (ver el te)(to). 

mantener la acidez de la vacuola, debido a que durante la anoxia la concentración 

de ATP disminuye y probablemente éste tiene que ser utilizado primordialmente 

para otras funciones celulares (Carystinos et al, 1995; Rea y Poole, 1993). 

Finalmente, se ha estudiado el efecto de la exposición de las plantas a bajas 

temperaturas, observándose que durante el estrés por frl0, la actividad de 

H+PPasa se incrementa alrededor de 2 veces en hipocotilos de frijol mungo 

expuestos a bajas temperaturas (4 oC), mientras que la actividad de la H+ATPasa 

vacuolar permanece constante. Se piensa que este incremento se presenta 

porque ocurre un cambio de metabolismo respiratorio a fermentativo en los 
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hipocotilos, y por ende la generación de ATP se ve disminuida y nuevamente la 

célula hace uso de la hidrólisis del PPi para compensar la carencia de este 

metabolito (Darley el al, 1995; Maeshima, 2000). 

Sin embargo, a pesar de que se sabe tanto acerca de la función y de la 

regulación de estas enzimas en el modelo vegetal, sólo recientemente se 

demostró que las H+PPasas lanto de plantas como bacterianas, son capaces de 

hidrolizar PPi in vivo e incluso sustituir la función de la PPasa soluble esencial en 

levadura (Pérez-Castiñeira el al, 2002a). Esto se demostró en levaduras, a través 

de la generación de una mutante condicional de la PPasa citoplásmica, en la que 

primero se introdujo un plásmido con el gen de la PPasa citoplásmica expresado 

bajo un promotor que se activa sólo en presencia de galactosa y posteriormente 

se interrumpió el gen cromosómico de ta PPasa soluble, quedando solo la copia 

plasmídica. De acuerdo a lo esperado, las levaduras solo pudieron crecer en 

presencia de galactosa, es decir cuando se expresaba la PPasa (10 que 

confirmaba que la PPasa soluble es esencial); cuando se complementó esta 

mulante con la H'PPasa vacuolar de Arabidopsis tha/iana o con la de la bacteria 

fotosintética Chloroflexus aurantiacus, las levaduras recuperaron el crecimiento en 

ausencia de galactosa, lo que demuestra que tanto las H'PPasas de plantas (que 

in vitro solamente funcionan hidrolfticamente), como las de bacterias pueden 

funcionar hidrolilicamante in vivo, removiendo el PPi del citosol, 10 que le permite a 

la levadura crecer. 

En cuanto a la función y regulación de las H+PPasas de bacterias hay un 

ejemplo que merece ser resaltado es el de la bacteria $yntrophus gentianae, en 

cuya membrana plasmática se ha encontrado también actividad de "H+PPasa"; sin 

embargo, no se puede afirmar que se trate de una H+PPasa con homologia a las 

ya conocidas, ya que no se tiene el gen. Esta enzima, al igual que la de ~. rubrum, 

es capaz de sintetizar y de hidrolizar PP¡ de una manera acoplada al gradiente 

electroquímico de H+ y además utiliza este gradiente para sintetizar ATP; la 

particularidad de este organismo es que su metabolismo está basado en la 

degradación de alcoholes, ácidos grasos, benzoalo y otros compuestos 

aromáticos a metano y CO2 , y se encuentra en asociación estricta con bacterias 
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melanogenas. Sin embargo, debido a que, para iniciar la degradación de los 

sustratos debe de activarlos primero, pegándoles un ATP y liberando PPi, la 

energía Que pueden obtener con estas reacciones es muy escasa (menos de un 

ATP por reacción), con una ganancia que va de 1/3 a 2/3 de ATPI molécula de 

sustrato degradado. De tal manera Que el PPi liberado en la reacción de activación 

es aprovechado por su H'PPasa de membrana, produciendo un gradiente de H+ 

Que puede ser utilizado para sintetizar ATP, con lo Que se recupera alrededor de 

1/3 de la energía de cada ATP (ScMcke y SChink, 1998). Este ejemplo es 

representativo de un organismo que solo puede vivir en la naturaleza en 

condiciones de bajo potencial y que utiliza la hidrólisis de PPi por una H+PPasa 

como una parte fundamental en la obtención de su energía. Este es hasta el 

momento, el único ejemplo conocido de este tipo de enzimas en bacterias 

Quimiotróficas-anaeróbicas. 

En cuanto a las bacterias fotosintéticas púrpura no sulfurosas, el trabajo de 

(López-Marqués et al, 2004), muestra que el gen hpp de R. rubrum se puede 

expresar diferencialmente de acuerdo a las condiciones del medio ambiente, 

relacionadas con la concentración de O2 , asi como en situaciones de estrés salino. 

Así mismo, los resultados de el presente trabajo, evidencian la importa~cia de la 

H+PPasa en el crecimiento de R. rubrum en condiciones de crecimiento de baja 

energia, lo que complementándose con lo que se sabe acerca de la expresión del 

gen, indica que esta enzima juega un papel fundamental en el crecimiento y 

resistencia a estrés de las bacterias fotosintéticas en su medio ambiente. 

Gracias a la continua publicación de genomas de diferentes organismos, se 

ha encontrado la presencia de H+PPasas en una gran cantidad de organismos de 

diversos phyla (Serrano el al, 2004), lo que indica que estas enzimas parecen 

tener una distribución más amplia de lo Que se pensaba. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo y los antecedentes acerca de 

la función de estas enzimas en el metabolismo de las plantas y otras bacterias, 

apuntan en la dirección de una bioenergética de estrés basada en el PPi, que 

podrian constituir una estrategia importante de los organismos para la 

conservación, obtención de energía y resistencia a diferentes situaciones de 
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estrés, lo que amplia el concepto de la utilización e importancia de este compuesto 

de alta energia , anteriormente catalogado como un subproducto del metabolismo 

celular. 
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Abslrael The c), loplasmic p)'Topoosphalasc of I~ pho-
10s)'nlhc:lic b:Kler;um Rhodospirillum rubrum was pun­
fied 10 elee!rOphOrelic homogene;t)'. The en:t)'me is a ho­
mohexamer of 20-kDa monOlllers. The gene was doned 
and sequefICed. Aligmnelll of the dedueed 179-umillo-aód 
protein wi lh known bole terilll p),rophosphatuses rcvealed 
eonservation of ;111 residues in lhe ae live site. Attempls lo 
obtain an inse rtion mU I~m of the c)'toplasmic p)'rophos­
phmase gene d id not )'ield an)' ce1J completel), devoid of 
c)'toplasmie p)'rophosphalase aClivil)'. Tlle mutants ob­
tained shuwcd 50% of (he cnt)'malic acti\"il)' and gn:w in 
Iwice the generatiOll time of wild-l)'pe ee lls . This suggests 
Ihal the membrane-bound p)'rophosphatase of Rsp. rubrum 
is nOl sufflCient for a normal growth rale , ",hereas the e)'­
loplasmic cnz)"me is esstotia l (or growlh. The characleris_ 
tics o f the gene aOO the encoded prOlein fil lhose of 
prot:aryOlic (amil)' [ p)'rophosphalaSelI. 

Kt)''''ords Rhodospirillum ,ub,um . Famil)' 1 
pyrophosphalascs . Pholos),nthclic baeleria . Inorganic 
p)'rophosphalaK gene 

Abbn'\"ialions Pp(lse Pyrophosphala5C . Kon 
Kanam)'eln . Cm Otloramphenieol . Ap Ampieiltio . 
Te Tctracycline 
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lnorganie pyrophosphalase (E.e. 3.6.1.1. PI'ase) is an cs­
sential cnz)'me (Cheo el al. 1991) for energy metabolism 
in aJl ceJls; il calalyzes Ihe h),drolysis of PI'¡ Ihal is rdeasect . 
during vanous bios)'nthelic reaelions mainlaining Lhe ther­
mod)'namie dirccLion of cel1 melabolism (Komberg 1962). 

C)'toplasmic PPasC3 frOlIl a wide Yanel)' of sourccs 
have bet"n slodicd and divided into IWO fal1lilies. Famil)' I 

includes prokaryOlie and eukaryOlic !'Pases (c lasses A 
and B according 10 Young el al. 1998), of which Ihe en­
l.)'mes of EschtriclUa coN and Saecha,Qmycts cert\"iciat 
are lile best~haraetenl.ed re¡>rescntu iyes. Members of 
this famil)' share Ihe same slruclUre and have a high l)' 
eonsc:rved active $;Ie forrned b), 14- 16 amino aeid rcsidues. 
Ihree 10 fOIl! Mgl • ioru, aOO "ery simi lar caullytic propc:r­
líes. In general . eukaryOlic PI'ases are homQdimcrs eom­
poKd of 3O-35-kDa subuniu , whereu prokaryOl1c P!'ases 
are homOlemullers or homohex3Jll(rs eomposed of20-kDa 
subuniU. Famil)' 11 PPases (or dus C, Vouog el al. 1998) 
curren!l)' ;nclude onl)' prohryOlic enz)'mes o f B(lcilluJ 
sub/iUJ. MtlhDlUXoceus jal1lwJchii. Archatg/oous fu/gidus 
and SlrtptocOCCIlJ gordo"li. and around 13 more homo­
logues. Thcse PPases do nOl share an)' stquence similarit)' 
wilh Ihose of fami])' 1; Ihe)' are hornodimcrs composed of 
34-kDa subunits aOO ha"e 10-20 limes more h)'drol)'lic 
acli"ily. The)' are also insensi tive 10 inhibi,iOll b)' nuoride 
in the prcscnee of Mn2' or COlo. 

Sorne purple nOll -sulfur pholos)'nlhelic b:w:teri a, s llch 
as Rhodospirillum rubr!lm, have. besides Ihe c)'toplas_ 
mie PPase. a mcmbrnne-bound W _trans loeating PPase 
(H'PPase) (Baltsehcffsk)' et al ]966). Thi5 e nz)'me is 
unique in it s capabilily to s)'n!hes il.e and h)'drol)'l.e PI'; 
coupled to Ihe eleelrochemica l W gmdicnt. This condi­
tion "'oold $ubject Rsp. rubrum c)' toplasmic PPase 10 sorne 
kind of spa:i fic regu lation. Klemllle CI al. (1 971) deseribed 
sorne properties of solllble PPases in fi"e purple non-sul­
fur photos)'nthetic baclcria alld idel1lified lWO groups of 
enz)'mes lhal differ in mole<:ular ma~s aod in Ihei r re­
sponse lo di"a1enl calion stabilitcn. This work details a 
proccdure for lhe purificalion or the c)'toplasmic PPase of 



'" 
R .• p . Tllbrum. che doning of (he gene. and !he conslructiol1 
of a mutanl in Ihe PPase gene. 

Malerials alM! methods 

Bacteria and plum id. 

B.Cle, ial slr.ins and pta>mids u>e<.l in ,lIi. work are IiSl"<l in Tabl. l. 
Rsp. rubro.", eells were gro"'" 3lI""robically in l~ I¡ghl (.ung,'en 
I.mp of 40 W .,JOem). in lile medium dc s-e,ibtd by Cohen Batir. 
101.1. (1957 ) 3' n'e; 2511g chlOr;lmpheniccl (Cm)!ml 3nd 20"1: 
hllam)'ón (Kan)/m! were ad<Jed as uquired. E. coll su-ains ~re 
gro ..... n a' 37 ' C in LiS broIh; >rnpicillin (Ap) (I()()¡.¡glml). Kan 
(501'''ml) Of Cm (15 llg!m1),,-as .d<letl as required. 

Enlym<: porif..:a';on and PPase assay 

B>eleri. (80g """ WI.) ~,e su.poll<kd in 450ml "rbuff .... A (~ ml>1 

Tris-HCI. pll 8.6. IOmM MgCI,.O.4 mM 7.nC1,l wilh 4 mg DN>.S( n, 
ee ll. w.re sonicaled roo- l lnin in an ice b.,h (BnrnS<ln S'mi r,., 250. 
",ith an OUIPu' ,,(40). n.e cntde .... In.el wascemrifuged a' IOO.(XX)q 
fo. 80m;n . ¡ 4 · C and!he .upemalanl "'u coll«led, adjusled lo 
pH g,6, and ..... armed lo 6O "C for 5min. o,.oa",,,,,j proleio wa • • e­
moved by centrifugalion (21,000.. .... fo.- 20mio al 4 oC). The super· 
natanl ..... 30 f.actionaled wilh ammonium sulfate in lIu« s,ep$: 
0-4~. 4Q-.50% and 50-65% salura. ion ( ..... / ... ). The precipilate of 
lhe final "l",alioo $tep .. u re$uspeoded in 15 mi ofbuff", B (20mM 
Tris·Ha . pH 8,6, 0. 1 mM ZnCI, . 2 mM "",n:apl",,!hanol) and dia. 
1Y'..,d o ... ..."ighl agaÍll$I buffer B. The dial)'l:ed sample was loaded 
0 01u an l<J.->millOhe ' ylag.f<J ... · I'P; . ffinily·e.change column aoo 
.... ashed wilh buffe, B, buff .. B plus 100mM PP;N •.• 00 agaio 
Wi lh buffer B. Buuoo prolein""'as e lUled wilh. Q-.I .2 M NaCl gra · 
dienl in buffer D, Fraclion. conlaining PP .... acli ... ily w= dialyted. 
conceo".,ed. and 'pplied lO .n FPLC MollO Q HR S/5 anioo·., ­
change column IPharm""ia) cquilibnled wilh 20mM Tri •• IIC!, 
pI18.6. Prole;n wa, du .. d .... ilh a Q-.l M N.C! gradi.n, in 20mM 
T" ,.HCI. pIl S.6. at 3 now rate uf 0.5mVmi n, Active frachons 
,,"e.e dialYled ovemighl againsl burfe. D, 

Hydrolylic acli ... ily was delem,ined al 37 OC in SOmM Tris· IICI. 
p ll 8.5. I mM NaPP,. p ll S. and 2 mM MgCI,. Pho.phale was de· 
lermi""d by lhe melhod of Sumne. el al. (1944). 

T ab le 1 Oac lerial slraios and plasmi<h 

S"a;n. 

Esch,richia col; 

NM~22 

Relevanl eh. rac le.iSlic. 

hsdl!.~,AII"c·p,oJ. F. pro' lucl"Zl!. M I~ 

N· .. rminal •• que""ing and molecular mass determinalion 

fl'LC· purified PPue was loaded onlo a nalive polyacry lalnide gel 
and tr.Insferred <J<lIo a ProDlo" mcmbrane. The PPuc band was 
e,ei.ed and .ubjecled lo N·lerminal sequence analysi ••• the Lobo­
.aloi.e de MicrosC'quern;.ge des Proltins. lnSti' ul Puteu. , F.anc. 
by Dr. l . d ' Alay ... Slanda:rd SDS· PAG E and ~ Sephocryl S· 3OO 
colurno " .• ", ... ~d lode,.rmine lhe rnolccula:r mas> oflbe subunil< 
and lhe nal;~ •• ntyme ,espectiv.ly. 

DNA 111anipul31ion 

Rsp. r~b,u", ch,olllosomal DNA '"'as ioobled as d~scrib<:d P"'~;. 
ously IDav;. el al.l980). Pan of lbe Phse gene waS amplified by 
PCR. using lwO descnerolod o ligonucleonde •. 'ynth.sized ""eord· 
ing lo the N-.c,m;nal amino acid sequen .. of Rsp ruhr .. m PPa.sc: 
Y·ATGGA YATCAAGAAGATCCCSGTKGGCAAG·3'. and S'·S­
GGGAn'TCGATGATVACRTI·3'. Th. PCR prodUCI (69 bp) was 
purified aOO lisa. ed ;nlo pCRll ~ttlor (ln';trogen). 

San.dige ... d genolnie DNA of Rsp. , .. b,um .. u se panled in 
1% '8"'~ gels and blolled onlo nylon membra"" •. Soulhem hy. 
bridizal;olt ""$ rarried Oul using a nl>Orcscein.label.d PCR p<oduc. 
lL'l probo and an Arnc .. ham labeling and det«'ion sySlem. DNA in 
lhe buc·!"';r .ange of lhe hybridizing f,"gmenl WIL'l exci ... d f.om 
an agarose gel and cloncd inlo F.. rol; NM522 using pnfT3o·19 
plasmid. I'osilive dones we re idenlified by rolon) se,cening wilh 
,h. fll101'oseein·labeled PCR product. N""I.otide sequ.nce. 1010'" 
analyzcd wIlh!he GCG paekage (Madioon, W¡ ... USA). 

]"senion mulan" 

The PP .... ge"" in ... nioo mutanl ( IPYR 11 ) wa.. cOMlfUCled by In· 
lroducing • blunl .• nded, Psll ·dca .... d K .... r. si ... nc. canridge 
ioto lbe ullique 8s .'gl .ite (281 bp f.om lhe inili'lion codon) of 
pTIS I.lI, g .... 'aling pT7S I.8.Kan. Th. Sa ll r ... gmen! rrom lhe lal· 
I.r pla..,md was sub<:loncd m.u lt>c Tc · re. i ... ance loeus of lhe ~ui· 
cide veclor pSUP202. yielding pSUP1.8·K.n. An E, r,,/' S)7·1 
lun.ron"anl urrying pSUPI .8. Kan "'as used as donor 10 Inobih.c 
!he plasmid inlo R.p. ,ub, .. m. E~conjugatcs ",.r. le"ed ro. rO­

"alUfe. of Kan .es i.lance aOO Cm se nsilivi ly . 

Rde •• nce 

S17· 1 Pro'Res'Mod' ruJl. Sm'.lntegraled plnmid RP4 ·Te :Mu·Kan::T .. 7 

G01Igh and Murray 11983) 
p.ier ••• , al. (198~) 

Rhodolpirillum rubruWl 
ATCC IlI70 Wild·type 
IPYR 1I 

Plasmids: 

pT7/f3,,·19 

pnsl.S 

pT7SI,8·Kan 

pUC4 K 

pSU P202 

pSUPI .8·Kan 

ATCC 11170 deri~.li ... e plus PPasc·Kan 

pUC19 derivative Ap' 
P'T7·D,, · 19 conlaining _ 1.8.kb San Rsp. 'ubr~WI DNA fragmenl 
ineluding lh e PPasc g ... e 
pnSI .S d., ivat ive in wh;ch a Kan eassc lle wa. inlrooueed in Ihe 
8"81 s ite of PPase gene 
pUCI S derivalive Ap·. K.n'; $".,.ce of K.n ,esiSlanee 
mob, Cm". Ap' , Tc" 

pSUP202 COlt\.lining s,, 1I fragmenl de,i .,.ed from PT7SI.S · K.n 

This work 

Lobo l .t .1. (1989) 
Thi . wo.k 

1'hi. wo.k 

Vieira anll Messing ( 19&2) 

p.icfe . e. al . (1985) 

This work 
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Tablrl Pu,ifica,ion o( eyrO)-

Purificaríon step T •• TOla! Spttiroc acr;v¡ry plasmic pytophospMtase of Purifi-

Rhod<>sp;rill,lIt/ Tw¡'",m volume prOle;n h.uool P; mino' ca,i<¡n 
(mi) Im¡:) (n" prote;n)-' ) (-(old) 

erude ulrlC. 230.0 1,809.00 0 .44 '.0 
Superna!anl (,0m he., den.rural;"" 210.0 864.30 1.10 " Arnmotl;um sulfate fraerion 

lo)-¡\mi""he~ylagalO"" · PP, 
Mono Q IIR 5/5 

Resufts alld discuss!Ofl 

The cyloplasmic PPase of Rsp. rubrum was purified 10 
homogcllcily in four sleps (Tablc 2). Thc cnzymc was pu­
rified 34Z-fold 10 a spec ific aCl iv;ly of 150.5 )lmol P, min- I 

(mg prOlcin)"', which is in lhe lower rangc of spccific ar­
livilies reporled fo. class A prokaryOlic PPases (Young el 
al. 1998), 111e enzyme is stablc for momhs al - 80 oc. The 
relative molecular mass of Ihe mnive PPasc. es!ima!ed by 
ge l filtmlion. was 11 9 k03: by SOS-PAGE. !he purilied 
enzyme had a rclalive molecular mass oí 20kDa. This sug­
gesls ¡hat Ihe nalive cyloplasmic enzyrne of Rsp. rubrum 
is a he¡¡amer of idenlical 20-kDa monomers. comparable 
10 the E. CQli enzyme. 

The N-tenninal sequence oí Ihe PPase was MDlKKIP­
VGKNPPQDVNV IIEIPLLAXPVKYEV (X denotes an un­
identified residue) thal panial1y aligns wilh ¡he N-Ienninal 
sequences of BarrQnella bad/liformis and E. coli I'Pases. 
Based on Ihis infonnalion. lWO degenerated oligonucleolide 
probes werc conslrocled and used for PCR amplificalÍon 
with genomic DNA as lemplale. A s ingle 69-bp producl 
was obtained and used as a probe 10 screen Safl-di ges ted 
DNA of Rsp. m/Jmm: a single oond of 1.8 kb was delected 
afler electrophoresis. lñis fragmcnt was isolated. $ubcloned 
imo pn{r3a-19. and sequcnced, yiclding lhe complete se­
quence of Ihe PPase gene (540bp) (GeneBank accession 
no . AFII 534 1). 

The ORF begins at position 517 of !he San fragmen!. 
with an ATG initiatíon codOlJ. The G+C conten! of Ihe gene 
is 60.5 mol%. agreeing wilh Ihe reported 60.5-65.8 mol% 
conlenl of Rsp. n rbrum (fTÜper and Imhoff 1985). A pu­
talive rihosome binding site seq uence (AGGA). comple­
menlarylO the 3'-end of Rsp. rrrbrwn 16S rRNA (Gibson 
el al. 1997). lícs 12bp upstream oflhe initialÍon codon. The 
incomplete Rsp. rubnrm genome sequence (hl1p:/Igenome. 
oml.gov/microbiaVrrubl). shows lhat a 608-bp ORF up­
Slream of [he cy!oplasmic PPase gene beSI filS wilh a [ran­
scrip!ional regulator (TetR family) from Agrobacltrium 
tumifadens. aod an ORF downstrcam of [he PPase gene 
best fils wilh a pUlalive AmpG protein gene from Caulo· 
bacler crescenllls. Since lhese adjacenl genes do nOI seem 
10 be funclionally related [O Ihe PPasc. i[ is possib lc Ihal 
[he cy[oplasmic PPase gene is monoc iSlronic and tran­
scribed independenlly from ils own promoler. Bahscheff­
sky CI al. (1 997) analyud promoler scqut:nces o f five dif­
ferent Rsp. rubrum genes and proposed a conscnsus se­
quence fOf the-35 and - JO sequences of Ihe promolen. 

16.0 251.10 1.32 '.0 
'O 1 54 73.00 165.0 

" 
0 .17 150.50 342.0 

No sud sequences are presen[ upstream of [!le PPase gene. 
Downst ream of Ihe [erminalion codon TAA is 3 r/w-ind,,­
penden! lranscriplÍonal IClTllinator consiSling of an 8-bp, 
GC-rich in\'CIICd repeal region. followed by an AT·rich 
scqucnce. 

The PPase gene encodes a 119-amino.acid prolein with 
a calculaled molecular mass of 20,3350J. corrc laling 
wilh the mo lecular mJSS delenn ined for thc purificd pro­
lein by SDS-PAGE. Alignmenl of Ihe derived amino acid 
sequence wilh [he sequcnces of fam ily J cyloplasmic 
PPases from bacteria and archaea (nOI shown) revealed 
Ihal Ihe 15 invarianl amillo acids of the calalylic sile are 
well conserved in Rsp. rubrum. Sivula el al. (1999) have 
teponed a subgroup of prokaryotic PPases Ihal conlain two 
addiliona! residues (Lys- 11 3 and Leu-114); lhe Rsp. rubrunJ 
sequence also conlain5 Ihesc residues, and our al ignment 
also included Ihe cnzymes from Pseu¡{omonos lIerugi· 
noso. Paslerrrella n/UIIOdrlll. Bllchnera aphirliro/a and 
Aerop)'rum pernix in Ihc subgroup. Amino acids His- 136. 
His-140. and Asp-143 of E coli PPase. which are impor­
lan[ for lhe oligomcric struClure of Ihe cnlyme (Kanbrc 
el al. 1996). are conservcd in [he Rsp. ruhrum scquencc 
(His-\37, His- 14 1. alld Asp-I44). 

MUlants of cyloplasmic PPase are valuable [O elucidale 
Ihc mctabolic role of the cnzyme. Efforts 10 isolalc PPasc 
null mUlanlS in E. coli have been unsuccessful; on! y mu_ 
lanlS wi[h higher and lower levcls of PPasc aClivily have 
been obla ined (Josse and Wong 197 1; Kukko-Kalske and 
Heinonen 1985). Chcn el al. (1990) oblained a [empera­
ture·SenSilive mUlam. demons[ra[ing lha[ a null mUlan! is 
nOI viable. For the photosymhelic bac[erium Rsp . rubmm. 
Ihe presence of a membrane-bound PPase could be enough 
10 mainlain the melabolic bios}'nthc[ic reaclions of Ihe cell. 
To obtain a soluble PPase mUlanl. plasmid pSUPI.8·Kan 
was conSlrucled and inlroduced in[o Rsf' . rubrum by con­
jugaTion. 

Fifleen Kan-resistanl Rsp. rrrbrum e:l:conjuganlS were 
se lected from sever;ol conjugalion e:l: perimenlS . bUI none 
of Ihese colonies were sensi[ ive 10 Cm. revealing lhal 
double-c rossover events did nOI OCC l[ r. The e¡¡Conjug3nts 
possessed two copies of [he PPase gene. one correspond­
ing 10 lhe wild-Iype gene and [he olher 10 Ihe gene with 
the Kan inserto as shown by Soulhern hybridizalion, and 
showed 50% of [he cylosolic Pl'ase activity e~pre ssed by 
wi ld-Iype bacleria [1.2 ¡.tlllol Pi min-[ (mg protein)-[ l. The 
membranc-bound PPase aClivily of Ihe e~conjugants was 
nOI significanlly differenl from wild-Iype membrane­
bound PPase aClivily [0.31 Ilmol Pi min- I (mg PTOIein)" IJ. 



'" 
In addi,ion, lhe gf:'nenuion lime rOl" exconjugaJllS grown 
phot05ymhctkally (20 h) was ¡wice !hal of lhe wild-lyPe 
( IOh). lbcsr; resulu contrasl wilh [00sc obIained by Josse 
alld Wong ( 1971) wilh aJl E. col; mutan! (obIaincd by mu­
lagenie agtnlS) lhal showed only 2'1. of wild-type PPue 
aeli"i,y and grelO' quite norm~lIy under dif(crent conditions. 
This diffcrcnce coold be explained by ¡he spccific act ivity 
of Ihe E. CQ/i PPase. whieh is 18 limes higher lhan [ h~ [ of 
Rsp. rwbrunt. Tho:: dimin ished PPase aClivily seCIIlS 10 be 
insufficiem [O manage PP; produced by biosymhctic Icae­
lioos. Int racc llular PP, quantiflCation experimenlS are re­
quiTed 10 sludy Ihis. 

Tho:: faCI lhal a doublc-crossover evenl coold JtO[ be ob· 
mined ;nd,cales lhal. ahhough Rsp. rub,,,m has a mem­
brane-bouod PPase. ¡IS 3clivjty mighl nO' be sufli cienl !O 

provide I normal growlh rale. suggesling IIml lhe soluble 
PPase of R$p. ,uh'um is ~mial for ceU growlh. as in 
E. culi. 

Th;, is lhe firsc cyloplasmic PPase gene reponed in a 
purple non·sulrur pllotosymhc:lic OOclerium. 1lle chancler­
iSlics of lhe PPase of Rsp. ,uhrum fillhose of lhe prokary­
otic fam ily 1 PPascs, The PPase mulanl of a pholosyn­
lhetie baclcrium described iR Ihis reporl could be ~aluab l c 

10 slIIdy Ihe regulalion of PPase aCli~¡ly. 

Acknowlflllm~nl, We tlla.nk DGAPA 11'11 · 216401 for panial fi_ 
narw:ial suppon. Tae .. Bailado. Julio CIIITISCO, and Sil .. i, Escobedo 
f",,!he .. help .... ith sorne of!he experimems. lUId Dr. (;eor,es Drcy_ 
fus for ( .it k . Uy .e"';ng!he m ... uscript. ._. 
OallJChe lf.ú.y 11 . von Stcdingk LV. tkldl HW. Klin,~nlxr, M 

(1966) Ino.gank pyrophosplwe: form.tion in bacterial pilo­
IOphosphorylalion. Scicnce IS3:1 120-1 123 

lIaluchefflky M. B'oshe M. Huhm ... T. Luoov;k L. Ny.~n P. 
Sahl·Nor.. Y. Se"". i .. A. Slrid A (1997) A ) _hydoo1y·)·melhyl_ 
glulluyl·CoA Iyase: gene in the phOll"ynthetk bal;:tc.ium fúp. 
",1>,,,,,,. Bi""hinl BiophY$ Aela 1337:11 3- 122 

Chen J. B'~VCI A, From ..... M. Lev«¡oc F. Schmine. J M, Bllnquel 
S, Plltcu P (1990) I'yropOOSph.ta5C io essc:nlill fo. ,"''''lh in 
Esrhtrirhia eolí. J Bacleriol l 72:S686--5689 

Cohen·Bamc O . Sistron. W R, Stainn RY U9H) The kineticJ 
. .. >dic. of pi,ontn, s)'n,he$is by roon· sulfur ""ople bal;:laia. 
J Cdl Comp Physiol 49:25-68 

Davio RW. Bomdn 1), ROIh JR ( 1980) Ad""""cd bacterial genet. 
icl. Cold Spri", lI .. bor .... bontory. Cold Sprin, lI .. bor, Ne'" 
V"' 

Oibson J. Sc.::kebnndl E. Zabkn LO. GUJKa 11., Wocse C I/. (1919) 
A phyJoscnetjc malys;s of""ople phocot)"n ...... ic ""'.aia. Cun 
Microbiot 3:S94 

Gou8h JA . Munay NE (1983) Sequoonce dl~nsity """"'1 .d~l~d 
lene, rOl' ,ecolnill"" of s!,«iroc l."e .. in ONA molccukl . 
J Mol 8ioll66: 1- 19 

JOS5e J. Won, SCK (1971) lnor,~nk pyrophosph3(3SC of Esrh~. 
ric/oia co/í In: Boye' PO (ed) TIte enzyme •. vol 4. Ac~mle. 
Ncw York pp 499-~27 

Kank:ue J. S.!m,,~n T. Lah!; R. ~nn.n as. 8 ay kov AA. 
Goldm .... A (1996) Slruct"'. of Escll~ricl,io col< inor8anic py. 
,ophosphalu .. 11 2.2 Á .uo lution. MI> CO)',,"Uog. I)S2:S3 1-

'" Kkmmc J H. Klcn.me B. Ges. H (1971) C.lalylic po"",,",e. ond 
rc,ul.tOO)' di~ersily 01 inor, ... ic pyrophosphala$C:$ f,om phulo· 
.ynlhHic bar;:\(ri • . J Bocterial IQtI ' 1 122_1128 

Kombft, A ( 1962) On .... ....,tabolo" "I",fi",""". ni pI'Iosphon>l)'IOC 
and pyrophoJphorolylk .. uctioru. In' Kash:o 11 . Pullman 11 
(eds) Horir ..... LII bio<:hem.srry. Ac..xmoc, Nc:,.. York, "" nl -

'" Kukko-Kalste E. He ; ....... " J (l98~) [fIO<,anlC pyrophosph:IIC and 
¡nor,OHk pyropho$ph .. _ of EJelt.,i"",." col. In' 1 Boochem 
17:S7S-SlIO 

Lobel Y, ~ac""k MO. Cieplak W (1989) F.arrw; ·shift mu .. tion in 
tbe ¡ae Z llene of ce,,~in com"",.daUy a".d.ble pUCI~ plu­
mid<o Nucleio !\cid Re. 17:4897 

PO .. f •• UB. Simon R. Puhl • • A (1\185) btcnsion of lhe hos! .An,e 
of ~chrrkh;Q coli "«ton by incorpo.alion of RSF IOIO ,epI;. 
(alion and mobil iulion fU""lions. J a""'tT;01163,)24-)30 

Sivu la T, Salminen A. Plffen yc\I AN.l'ohjanjoki P. Goldman A, 
Coopmnan as, 8aykow A. Lahll R (1m) Evolul>Olllr)l as· 
pecto of inor, ... ic py1ophosphalasc. FEBS Lell 454 U-SO 

Somncr JB (1944) A n>Cthod fIlO lhe ~oIorimetri~ detcrminalÍOll or 
pItosphorous. Seoc"",,c IOO:41l-4IS 

Trilpc. l/O. Imlloff JI' (1989) (knus RAooospitill"",. In : S ... ~y 
Ir. Bryanl MP, PreM" N. 1101. JO (...J.) Be.,cy· ' manual of 
.y>lI:molic bat.friololY. vol l . W,JIj"",. and Wilkins, 8a1I,_ . 
pp 1662-1666 

Vieira J. Me3.in, J (1982) Thr:: pue pl~ids. and M l3mp7-dc­
rivcd systcm roo 'IlSCrtion mUla,cne." and SC'qucnc:,n8 wilh syn· 
!helie uniy~rsal primen. Gene 19 :239-2611 

YOIIng T W. Kuhn NJ. Wwron A. W",d S. Bo.ge. D. Cookc (1) 
(1998) Open feading r.a,ne yybQ of 8'''',lIus su¡",/u eneOlI .. I 
so luble inor, ... i<: pyrophosl'lm • .., wLlh distincu". propc:.hes: 
lhe firsl of a ""w d ... o f pyrophmphala=1 MlCrobiololY 
144:2563-257 1 



Jool.' .... ~ Of' DA<;.-rrklOLOOY, Oct, 2004, p, 66S1-6M~ 
002I ,919M14J108.00 10 001: 10. IIW JB. I86,19.66S1-66SS,2004 

Vol. 186, No. 19 

ÜJfIl'riKht e 2001, ......... an Soo:icly lo. Mic~. AlI Ri¡)l .. R=rved. 

ImportallCe of Rhodospirillum mbmm H + -Pyrophosphatase under 
Low-Energy Conditions 

Rodolfo Garda-Conlreras, I Heliodoro Celis, 2 and Irma Romero l
• 

DqNlnllmntlo d~ Bioqufnlic~ FIlr;uf,tW dt Mtdie"",,,' "tui l"sli'~'Q dt FuioIoglll Ctl~ftJ,, 2 U"i.-rnidlld 
Noc;"",,1 AUIÓtfOma dt Mtdoo. Mtrico, D.F .• Moiw 

Re«i...w 23 Ma.d> 2OO4IAcnpilw 29 June 1:004 

1"lIe ph,dologlul ruk or 1,"= .... ... b .. nr.OO"nd pyn>phosphl llsr ot RJr...u..p¡rillu", ... b ... ", "111 In"elj 11latrd 
by tht tLl.lnoc:ttrha l lon or l ... ut l nt Iln ln , Comparlsonl of¡ro.oth !n'tl5 bttwH n Iht .. i ld I,pt Ind Iht mull nt 
undu di' t ",nl tow-polt nlll l condllloas I nd dllrlnl l" Il'j;lionl btt\offn d i •• ...,nl m. llbotl. ms Indlntt t hl l 
Ih ls t nl)"mt pro.id" R. ",bnr ... ...-I lh In I lttmall" t t nt 'l.)' SOUrtt Ibl lls Imporl ant ror g. ovo t" In k> .... tne'lO' 
s tales. 

Pyrupho$phatases (PPases) are dividcd inlo 1"0 glnups ae· 
CQrding lO lhci r localiu tion in lhe edl. cytosolic PPases are 
p.esent in nea ,ly all ccll~: lhey hydrolyl:c the inorganic pyro­
phosphalc (PP,) p".xluccd by biosynlhesis of maclomoleculcs, 
suth as ploleins and DNA. Ih us d isplacíng Ihe equilibri um of 
lhe PP.-proouci ng reaelions (14). Membrant·bound pyropllos­
phalaSC$ a.e round in Ihe membrancs 01 Klme o'ganellc$, such 
as ocidocakisomes uf Irypa nosomalids (26), and in planllono­
plasl membrancs ( 16). l1H:sc en:tymes ulilite Ihe enetgy of lhe 
hydroly.¡.cd anhy,lIiok bond of PP, 10 lranSIOCale prolon~ ittlO5oS 

lhei •• esptclive mcmbflmes. genefluing an electrochemical 
proton lIadienl ro. lhe active Ir.nspor~ of soIutes. The mem­
brann uf iiOfM speciu o r purpk IIOnsulfur pho('»"ynthelic 
bacte.ia also have membnne·bound , proton·trarn¡1ocaLing 
PPas« (B ' PPases). The$c: enzymes hydrolyze 100 S)'nll\e$m 
I'P ~ generaling or romuming I n cleclrochemical proton gTll' 
dienl (1). l1H: H ' prase uf Rhodospirillu", rubnun ;s lhe mosl 
intcll'jivcly Sl udi«l elll)'TlK' ofll'ús Id OO (2, 4, lO, lO, 29), bUI its 
ph)'siolnsic:al role is not rompletely und.i:l'$lood. Nyrtn aOO 
Strid (19) hypothe5ixed tllllllhe main runction of the 11 ' PPue 
of R. "'".,. ... is 10 mainta;n lhe proton mot~ force in 1¡&IIt· 
glO""n cells under condilKms of 10w enerO'. n.e p.esenl work 
is Ihe fim e~rimenlallllempl 10 elucidale lhe phy¡;ioIo&ica.1 
role of Ihe H ' r rase in photosynthelic bacteria by using In R. 
ru""'m n ' PPase nulI mUlanl. 

Con5lrvctlon I nd d U' r1IClt m allon of 11 ' I'I'ast mutaat 
sln l" , The baclclial stTllint and plasmids use'" in lhi~ study are 
lisled in T able l . PhotOS)'fllhel ic bacleria and d.i:riva live slTllins 
... ere g.own anaerobica lly o. acrobically in Ihe medium d.i:. 
K ribcd by CoI\en·Bazire (7 ) al 3O'c. i\mpicil1in (100 .. g/ml), 
kanam)'tin (SO .. g/ml), ehlorampheniool (25 .. g/mi), and gen­
lamicin (15 .. &lml) " ere addcd as rcquiled. 

The hpp gene .. "' ampli licd by r CR Iw n, ~h,(Jmo5Umal 
DNA 01 R. rubru .... l1H: r CR producl "'as cloned inlo Ihe 
pCRl[ plasmid ~ nd srquenced. The gene .. as inlenupled by 

• eo" QPOIIdi", IUlhot, M.Ui", addrUJ: [kl",tamcnlo de Bio­
'I"imita. FOCIOllad de Medicina, Edilicio D, l' Piso, U,,~roi<bd Na-
0"",,1 AulÓIlOfl\& de Mbito. 04$IO MWro, D.F., Mexito. Phone: (~1 
i~) 561.1 2:m. Fu: (52 ,~) 5616 W9. E·maiI: irooM.o@ifisioLu",m 
. ~. 

in tlooucíng a blun t·endcd Psl1 -clca~cd kanam)'d n resistance 
carlridge, general ing pCR·Hpp·K. 11le Irpl,·96Q:: Kan allde 
"as subdoned as an E,oRI f.agmcnl inLO lhe pSUI'202 plu· 
mido yie1ding pSUP-B pp-K. T hi, construction was inl ,oouced 
inlo R. ",b,,,,,, by conjugalion. The mtr lftnl slrain .. as desig. 
nalcd RG I. Soolhcrn blot Ind PCR anal)'5c:5 .. e.e pe.fo.mcd 
10cQnfi.m Ihe inle.ruplion. The viahl lily of Ihis mutan l l howed 
Ihallhe H ' PPase is 1'101 elSCnlial for lhe growlh of R. ",b",m , 
in oon lrasl wi lh lile esscntial C)'loplasrnll; PPase (~ 24). 

To ddermine .. he lllcr lhe inlc .. upr ion of Ihe hpp gene 
abolishes PPase activi ty and Pl'.-mcd,aled 11 ' ·pumping ae· 
tivit)', ch.omatophores rro m Ihe RGl mulanl slrain wcre 
isolued. The h)"drolylic activily of Ihe mutanl .. as como 
plelely abolished .. il h re$pCct lo Ihe aeti\li ly of lhe .. lid Iype 
(l40 nmol 01 P, min - ' mg of prOlein- '). Howtvtr. h)'d ro· 
Iylic aclivily resumed ... hen lhe mutant Slrain ... as comple· 
men led ",ilh Ihe ,,·ild· lype ge ne from R. rufm¡ ... (12Q'l1, of 
... ild. I)~ hydlOlyt ic aeli"il,). Although Ihe plasmid ulili u d 
lo r eomplemenlalion js a medium·oopy·numbtr "eclor, Ihe 
upleuion Or extra copies of lhe ,ene Ihal may lu d 10 • 
significanl ilKreasc in H ' PPase aclivi l, "'1$ nOI obsel\'ed in 
lhe oomplemcnled RGI muI31'l1$. As wilh leli"il)' resullS, .. e 
lound Ihal Ihe RGI mu tanl railed 10 exhibi l I'P,. mediated 
H' ·pumpin¡; aclivily. as mon .. nrc'" by K . idinc OI~ng( Ilu· 
ortscence quenching (Fig. lA lO q, bul nol .. hen il "as 
que nched wi th ATP (Fig. I D). This lesulL indiCllcs Ihot Ihe 
1055 of PP,·supporled Ji ' pumping is due lu Ihe lack of the 
enzy me and nOI 10 ltakage of H ' anoss mcmb.ancs . 

The obscl\'ed pcrcenlage of quenehin, .. ith PP, in cI"o­
malopoores of .. ild· type R. rubrum "'as 60%, and ro. the oom· 
plemented mutant ;1 was a.ound 50%; Ihese pc:rcenlagcs oor· 
l espond 10 changes in pH (~pH ) of 1.9 ~nd 1.6 pli uni ls, 
respect ivcly (aceording 10 a ealibralÍon plol CQ11S1ruelcd as 
described in reft rence 28 Ida la 1'101 5hown]). Wilh A11'. the 
average pe rcenlage of qucnching in ~II Sllains " as 12%. oor­
l esponding 10 a 4pt! "r2.4. The H '1'1'i and 11 ' ATP sloichio· 
mctric:s reported for R. rubrum ch.omntophores are 2 and 3.6, 
.especlively (28). uplaining Ihe g'eale, acid,ficalion oblained 
wil h All' lhan .. ilh 1'1';. N~llhelCS5, Ihe PP,-dependenl ~pH 
migh l ~ 1I$Cd 10 synthesize impollanl amOtl ntsof ATr , as ""'as 
demonstraled pleviously (11) . 
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TABLE l. ~"ri.l su.ins 000 plasmids 

Wild !)'pe 
ATCC 11170 dcrivalive, hPl"960::K3n 
RG I(pBBRIMCS-5) Gm' 
RG1 (pBBR _Hpp- Rr) Kan' Gm' 
Wild Iyl'" 
Wild type 
Wild type 
Wild type 

pro ¡JQ hsdR ilsdM' rrcA [RP4-2 Tc: :Mu -K ,n: :Tn7(Tp' Sin') T .. ' 1 

).? kb eluni "s v«:!C>T, Ap' KlIn' 
pCRII L9·kb frogm< nl of hpp 
pCRI I.hpp-960: :Kln 
pUC18 der¡"'i'O, Ap' Kan' 
Suicide 'ec1or, Moo" Cm' Ap' T<;, 
pSUP202 carrying l.9.kb fragroenl 01 hpp-960:: K.n. Ap' Cm' 
4.8·kb d oni", >«10.. MOO' Gm' 
pBBRIMCS-5 (hpp) 

B 
ccCP ~ 

.'" , 
¡ , 
• • 

~ ,~ 

n .... l .. -. 
o 

.~ 

I =. 

r EOT .. 

• 
• 

~ ,-
-°(0 ) 
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Thl$ W(),k 
Thi. wo,k 
Thi. wor k 

" 
In,-¡"os·· 
Thi, ",,,rk 
Thil work 

'" " This work 

" Thi. " .... k 

FI G. 1. <1pH inch.<>m310pb0resofm., diflerenlllloi .. , A.\$a~a>ndilion."",e I solmion conlaining 2 mM Tris- HCI (pH 7.4). O.lS M hehak>sc . 
0,2 M .holinechloride. S mM MA. 3 ~M ac:ridin. OflIng<:. Ind O.S mgof¡:nOleinJml 01 chromalopbo, •• Ind a lempe .. IUre 0115"<:.11>< reaction 
""a. inilialed by Ihe . ódilÍO<l of I mM PP, (A lO q Or 2 mM ATP (D), Grodienu ""'re collap"'d by lbe addilion 01 2.5 ~M .",bonyl <yanid< 
m..:hloropbenylhyd.uone (CCCP) (A) o. S mM EDTA (Cand O) . Ú<:il¡r,lion anr.!.mission ... , elenglh."'e .. ~I.I ~95 and 540 nm. respecli"ely. 
(A lo C) PP,.dependenl ilpH in lhe ... ¡Id lype (A). lb. RGI mulon, (B). and RGI · PI (""",plem.nled mUlanl) (C); ( O) ATP-dependenl ilpH ¡n 
ROL 
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FlG. 2. Efec1 of <lec",.";n, lishl inlemil, 00 phoIosyn.ltelic lfOWIh of R ",/m¡m su.im, 1:I""'e,l .... ~.~ l",wn in hish tishl inl .... il, befo.e 
bei", subcullut<d . ..... ll1IIlferred lo dille.enllishl inl~ ... ilies. Lishl inl.mil, oras moasured .. i.h . YSI · K."erin, model b~A r:odiomelC' (Yellaw 
Sp,;np ln>lfllrMnl Co. Y.llaw Sp. ines. OIo io) Ind ...... adju"ed by ,l>emlalconnol 01 1WO lunpl.n 4O-W llmpol al. JO.~m distlnclO. o. .. ild IfPC; 
• . ROl mullnt; • . RGI ·Pl t((M'lrpl ....... nt.d mul.nt); .6, RGI· P (mulant wilh ~mp1y .ectof). G."""th ....... , .,e •• ",_0101ive of lite """lIS of 
ooe of 01 leas. fOIl. idcnliol upcri .... rIlS. 

Errct of .. ,hl lR I,ns ll1 011 ROl mula nl phOIOS)lIIMllc: 
vowtb. Accordilll lO lile hypol he5is oí Nyrtn and Suid (19), 
URde. Iow·polenlial rondil ions, sucb as 1000 "pI inlell5ili«, 
Ihe n ' PPue of R. ndlrum rould be: use<! 10 ~nerale a ópll 
Ihal wllka 10 m.lnlain I»c:lerial VO"lh. To 1e$1 Ihis h)'polh­
e$i$, lbe powlh of Ih. mUlanl _ monilarw al difJerenl li,hl 
¡n .. mil;'s (Fi,. 2). Al 21 Wfm' (high inlen~il)'). lhe ¡rowlh of 
lhe mUUnl ~1n1,in _ . imilar 10 lhe ,.",,'Ih ollbe ",ild Iypc. 
How~r. 1I 6."n aoo 16 Wlm', lhe mUlanl cuibited I con-
5iderable delay in ,,""'Ih. aOO " a ~I)' Iow li,h l inl.nsily (2 
Wlm' ), lhe RGI mUlanl did nol ,rO"'.11lc plolS of Fi,. 2 "''C'rc 
lISCd lO calcul3le lhe rcpliaolion limu and lhe len,lh oflhe la, 
phase al each li"'l inlensi l)' (Table 2) . No si,niocanl difJCI­
enees .. ere ob5crvcd be:lWcen Ihe replicalion times of Ihe mu­
lanl alld Ihe .... ild typc al lighl inl ensilies of 2 110 3.6 Wfm'. lbe 
dfed of mulalion " -lS on lhe la, phaK. It ~came Ionger al 
lighl inlensilics be: low 21 Wlml , and al an ín leosily of 2 W/m1, 

TAIlLE 2. Ef!'cel of lipl ¡nlenlí" on pbot<lS)' n,helic &'0"1h 

.... 0."",.,,,,,, , .... (h) la, pbaK "'1II'h (hl 
;.,«,..;,y w. w. ., . RO I·PI (W/In'1 • m ROl·P! 

.". '" 
" Ia.a 10.8 10.8 " " " '" m OH "J " n " l. m '" '" '" ~l '" , 

'" ~ '" '" lB 

• ... ''''' .. ,oio .. _ ....... 

a pcnnanen! · 'ale nl ~ la, phasoe "'as ob5cfVed. The mUlanl 
SIrain ",as able lO , rO'" after il was lraMferred frOO! 2 Wfm' lO 

hi¡b li, hl inlensity. 11lc panicular thrac:te ri~l ir;:s oflbe mlllam 
51mn ""ere restorw by ho!noIosOtlS eomplemenlalion. 

l1le3C re5u I15 ¡lIdiale Ihal lhe prC!Cr'1Ce of Ih. 11 ' PPasc is 
imporlanl for R. fIIbnun ,TOVo'lh URdeI IO"'·cner&)' condi!ioos. 
Particularly. durin, ¡rowlh al ''C' I)' Iow li,h' inlensily. lhe en· 
zyme seems 10 be: asenlíal dll.ing lhe: la, phasc lO achic,~ Ihe 
exponenl¡a.! """"Ih phaSoC. M«hanislically. il eotlld ~ Ihal 
dll,;n, Ih. la, phase al Iow .. ,hl, Ihe pholO$ynlhe:lic elecl.on 
lransporl H ' , radie nl is no! high cnough 10 s)llthcsize Ihe 
A11' lhal is needed lO p.odUl:e all Ih ... Ilula. romponenlS 
n:quired for Ihe IO"'·lighl adaplllion and, lberefore. 10 pcnni l 
exponenlial , ,""·Ih. Under Ihe5C rondilions, lhe: 11' rpne mBy 
hydrolyze PP" eSlablishing an H - , .adienl lO ,enerale Ihis 
crilica.! amoum 01 ATr. Ouring Ihe u ponenlial phasc. Ihe 
ronln"bu tion oí 11' PPao;e may be: less prominenl, sínce Ihe 
aclivil)' of Ihe C)lloplasmic PPasc mBy ~oome an imporlanl 
faclor in Ihe removal of cytoplasmic PP, in order 10 sumin 
OCI"'. ,rowlh. leavin, less subSlrale lo. Ih. H ' prasc. In ad­
dilion. Ihe H ' , .. dicnl ,cneral ed by lhe phOlO$)'nlhelk elec· 
lron chain may ~ Ihe main drivi n, fOlce fo. Ihe ,eneralion 01 
A11'. Al 2 W(m', Ihe H ' ,radien! from Ih. PhoIOS)'lllhelic 
elect.on lranspo., chain is ~ry Iow, 50 lhe: PP,-depcndenl H ­
"adienl produc:ed by H ' PPasoe mi,bl beoome lhe main en,,&)' 
iIOIIn:c. It mi,hl also be:. lhe main ene rl)' SOIIn:c in lhe e~po­
nenlial "O"'lh phasc. bUI Ihis W'QUld no! be: Ihe case. far Ihe 
mUlanl SI''''n. 
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AG. 3. U.eI of """'8001", ¡hifts in Ih. VQwlh 01 R. ",¡""m ~I,"ins. (A) 1'bo100YJ1'hetic \(> ">pi,ato!)' me,abolic shih; (B) r.r.piratory lo 
pbotOS)'lIlhe' ''' mcl.bolÍ<: Ihil!. To ad.pt bacle,i. 10 tI>< finl m<1.bolism, , .... y w~re ,ubculliv"ed in ir lhr.e lime,; before lh. experín,.n!. Tho 
e<ptrim<nl 'Lo ... d"-"",, lhe bacocria "er. ".nsle .. e" lO' fr .. h """dium und.r lhe""", m ... boIicrornJi' Í<>n. When Ihe C\lltur. ,cache" 111< ""{ 
<>:pOIIen,ial ¡>hase,lh. "",l.boli. >!Jif, was imposc:d (arrow). ud ji «¡n,inu<d untL'lhe " •• iOll'')' pbo5C ",as •• nieved . Ughl ¡n,emil)' " 'as 21 Wfm 
o. ";klly¡><; O. ROl mutanl; . , ROl _PI (compl."",nted mulOnl); ... ROI·P (mulan. ",ilh an empty ' -O<IOT ). 

Importlftft or II +PPase during mt labollc , hins. Purple 
nonsulfur photosynlhelic b3cleria are vcryversalile otganisms. 
Thote 31l: mcmbers 01 litis group. sueh as R. robrunr, Iha! can 
perlorm phot(5)'n!he~is under anaerobic C(lndilions, as wdl as 
respira!ion and I~rm~n!alion (21). Sinee H' Pl'ase is pr~nt in 
growing pho!OS}'IIlhclie and respirarol)' ctlls of R rnbrnm (23), 
we examined whethc. H ' PPase is central in ubtaining enugy 
dming mellbo/Í<: shiflS. When a photosynlhetie !o respiratol)' 
melabolie shift was imposed (Fig. 3A), all lhe Sludied s!rains 
grewwithout an appreciable lag phase. Howevu, in !he case: oí 
a respira!ory to photosymhelic me tabolic shift (Hg. 3B), al! tk 
strains showed a lag phase, which was oonsiderably longer fo. 
lhe ROl mUlan! SlTain (~O v~rsus 14 h). In chis metabolie 
!ransi!ion. many 01 che enzymes and olher oomplex rompo· 
nenll; tha! are es.senlial lor pholosynthelie grow!h, such as 
chroma!ophores. ale abscm. They mUSI ~ 5)'mh~si~ed before 
grow!h bcgins.. In lacl, Ihe lime needed for Ihe synlhesis 01 
aboul 60% of che ch.omatophorcs in R. rnb",m is Ihe same as 
Ihe lag pha$C time observed in wild-type bacteria afler Ihe 
metabo/Í<: shilt (9). Hcnce, during adap!a!ion, !~ H ' PPase: 
prohabty hydrolYles 1'1';. p,""iding Ihe ~nergy lo syn!hesize 
Ihese oomponenls. and chus rduces Ihe Icnglh 01 lhe lag 
phase. 

The tack of an appre.:iabLe lag phasc du,ing lhe pholosyn­
IhelÍ<: 10 ac:robi<.: shift mighl k explained by Ik lacl Ihal 
bacte,ia adapl easily 10 Ihe new metabolism, since alrrtO$t aH 
Ihe proleins oí Ihe reSpiralory cha;n aK in Ihe pholosynlhelic 
chain (prob<lbly al1 but Ihe lerminal oxidases). 

EI"«t of .1ow "x)"g. n rnncent ration On RGI mlllanl aeroblc 
growt h. To eslablish a dilt'erenl low-polenlial rondilion Ihal 
did nO! dcpelld on ligbl inlensil)', bacleria WeK CJlposc:d 10 101'1' 
oxygell lension during aerobi<.: gr",,·lh. N; expccled, al a nor· 
mal ai, O, WllCCnlralion (about 21 %), Ihe growlh 01 lile RGI 
mUlanl and Ihal of Ihe wild Iype were similar. However. the 
RGI mulanl exhibited a delay in growth wh~n l~ O, roncen­
Iralion was Iowcred 10 10% (Fig. 4). Under Ihese oondilions, 
Ihe H ' gradienl generaled by respiralory eleclron transpor! 
would nol suffice 10 suslain lhe normal gl",,'lh of Ihe mulan! 
sIra in. lt is also nOI~d lhal, similar 10 Ihe findin" unde, the 
pholosynthelic Iow-polcnlial rondilion. normal growl h was re­
slorcd by romplementalion of Ihe mUlanl slrain (dala nol 

shown). These lesulls confi,m Ihat, ,egardlcss of Ihe mecha· 
nism by which Ihe Iow clle,g)' condilion is indueed. lhe 
H'PPasc: is impol1am 101 growlh. 

Growth o, olhu pholoS)"nlheUe purplc nonSII1'u, bactula al 
v~ry 1 ..... IIghl in l. nsity_ Amon, the pu!ple non,ullu, plM>l<r 
synlhel ic bacle,ia, Ihe,e are species, such as R mbrnm, Rho­
dopstudomo"aj pal,wris, and RhodomirrobiulM ,."""it /ji, thal 
haye H ' PPase. and olhers, lil:e Rhodolxlrr~T rapsu/m .... and 
RJoodobarl(T sphoeroides. Iha! do no! haye it (18. 25). Thus. il 
wasconsidered relevanl 10 e.plore whelher lhe presence oí lhe 
H' PPase ronfcf1j Ihe abiliry 10 grow al Yel)' 101'1' light inlensilies 
(2 W/m' ). as is Ihe case fo, R rubrnm (Fig. 2). Figure 5 shows 
Ihal onl)' lhose species wilh H ' Pl'ase were ablt 10 g'o", under 
Ihis rondilion . The,efo,e, lhese dala. logelh~r wilh Ihe ,e5Ull! 
",ilh Ihe mulanl sl,ain (Fig. 2), suggesl Ihat Ihe presente 01 
H' PPase in purple nonsullur baeleria is cenl,al for gro,,;ng 
undellow lighl imensil)" ando probably, under Olhef Iow_energy 
condilions. Neve'lheless. we cannOI rule oUllhe possibilily Ihal 
olher faelors. sueh as dilferenee! in Ihe pholosynlhelic unil 
,izes and light-gathering abililies among Ihe specics, oould 
haye CQnl,ibuled 10 Ihe growlh unde, eondilions of Iuw lighl 
intensi!)' (Fig. S). 

N; lor physiological impliealions, these ,esullS suggesl Ihal 
in purple nonsulfur phOlosynlhelic bacleria, which usual1y 

1-, .. 
j 
••• 
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Tmol~) 

FIG. 4. Ereel 01 o")·,en len,ion in .erobie growlb 01 R ",¡""m 
... ,.im. lbc1.ri. were ~"," .. n in lhe da,k ... ilb conlinuOIIS ",.ki", in. 
TS AUlo!\Qw CO,JO, incubalor (Nw\ire. Ine). ÜX)'gen levds "".re 
cor .. ",Ued by iIIiteling .ir and N,. Opon symbob. 21 '1'0 O,; filled 
symbols. 11)'1'0 O,; • . wild lypc; e . ROl m~lanl. 
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FIG. S. PIIoIO.yntbelic ".,...,h of diflcrent ",",ci .. 01 P"'l'1e IIQn· 

".Ifln ","elc,i •• , a light inlen,ity 01 2 W/m'. Tho Ipo<Íes lor 'bis 
c"",linlenl ....,r. ",lcct.d ba.ed on ,he p'."''''''' (O. R. nlbnlm; e . 
Rh~/"Jm()f\(JJ paJ<wriI; and .l.. Rhod_i<robium ,·anni,lil) '" 
.bse~ (O. Illrodob4<In' sphtumid4, 300 • . Rhndob4<", (a"",tatoJ.s) 
01 H ' pp...., in Ihcm. 

grow in ponds or meromictic lakcs exposcd 10 dilferem partial 
oxygen preS!;urcs and variable lighl inlensity (2 1). lhe exiSlcnct: 
of H - PP"", is fundamenlal for developmenl in sut h ch anging. 
enviro nmc nls. 

11 Íl; inl.r~ing Ihal all tC~led spccics wilh H 'PPasc. which 
grow al ver¡ Iow lighl inlcruilies, have Ihe classical family I 
C)'. op!asmic PPasc bUI Ihal Ihe Rhodob<Jder specics Ihal dou 
nol grow under Ihal condiTiOll possesscs Ihe newly described 
family I! CYloplasmic PPase (5, 24). The SIn>Clu ral and bio­
chemica! characlerislics of bolh families are vcry differenl. bUl 
family [C)'loplasmic PPase is less aclive and seems .o be highly 
rcguta.ed (5, 12, 13). Whelher Ih is Iype o f C)'loplasmic enZ)'me 
exislS only in (ells Ihal have U ' PPa", remains 10 be cloci· 
da led. 

11 has been propo:sed Ih al in planls. vacuolar 11 ' PPa", may 
replae.: vacuolar ATPase under encrg)" slress. such as anoua 
and (hill ing, and ill growing lissues lO mainlain vacuole acidity 
(3. 8. 11, 27). Urnkl Ihese cond ilions, planl ee lls may have 
some dilftculty in oblaining I,om ATP Ihe needed e nergy 10 
survivc¡ Mncc, ¡hcy mi lite PP, (a n abundan! by·produc' o f 
anabolism) 'o ge nerale 3n elcCl rochemkal H ' gradienl lO 
safrguard ATP. This wolk provide5 evidence Ihallhe physio­
logicalrofes ofbaCleria l cllz)"mes cou ld be .he same, Iha! is, lO 
hydro lyze preferenlia lly 1'1' , unde, k>w~nergy condilions ","hen 
ATP concen, ralio n is low and, , hclerole. insufflCienllo oovc r 
all!hc energy lequircmenlS of Ihe cdl. 

Thi. _,t ...... p'''ially .upponed ~ DOAPA granl IN ·lIM OL lrorn 
UNA!>!. 

We .. e V.'<fu! !O Rosa Laura Camaren. and Armando aómc.­
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