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RESUMEN. 

La H~'-ATPasa de bacterias fotosintéticas es similar 

estructuralmente a otras H~-A·rPasas de membrana pero la re-

gulación de éste sistema no se cot1oce a~t1. En ést.e trabajo 

se presenta un estudio sobre la conservación de enet·gía en 

•=ri:1matóforc1s de_Rh.:1i:;h:§.E'...!1.:.A.lJ~ . .J.m~~::L~2..r~JL'l mediE:i.nt.1~ la caract.e1·i

zación de la relaciot1 entre la actividad hidrolítica y la de 

recambio ~2Pi-H.fP. La relación hidrólisis/recambio es cercana 

a 1 a concentraciones menores de 100 µM de MgAl'P y a concen-

traciones mayores a ésta se observa Lln incremento hasta 

llegar a una relación de ~' con ~ mM de MgATP. Proponemos qL~e 

existen dos estados fL1ncionales de la H·~-ATPasa, ~:E y E cL1ya 

conversión se modula pot- la concentración de A"fP en el medio. 

También se observa que el Mg~· y Ca2 ·~ libres modifican las 

propiedades cataliticas de la H•-ATPasa ya que al aumentar 

la cot1cet1tt·acióti de estos en el medio, la relacion hidrólisis 

/recambio aumenta tres veces cuando la concentración de ~lg2 ·~ 

en el medio se incrementa de 0.032 a 5 mM y 1.45 veces al 

aumentar el Ca2
• de 0.005 a 0.500 mM. En ct~anto a la activi

dad hidrolitica Ca 2 •-dependiente que se midió paralelamente 

a la Mg 2 +-dependiente en todos los experimentos, mt~estra un 

compot·tamiento similar, pero siempre con valores alrededor de 

10 veces más pegue~os en las actividades especificas, tanto 

de hidrólisis de ATP como de recambio ~2Pi-ATP. 

De particula1· inter~s en el preset)te trabajo es el uso 

de detergentes que estimulan la actividad A"fPásica. Se es

t.1.~dió el efecto del lauri ldirn·~t.i lc:1minc• ó::.~i1jc1 •:n la H .. ·-ATPas<fa 
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de RhodospirilllHn rubrum. Este detergente activa la hidróli

sis de ATP dependiente de Mg2 • en la RrFoF 1 aislada, 34 

veces~ mientt·as que la actividad dependiente de ca~· sólo no 

se moditica tan sigr1ificativamer1te. La activación de la 

ATPasa por el laurildimetilamino óxido aumenta el efecto de 

iones Mg2 • libres en la actividad ATPásica. Concentraciones 

de Mg2 • lit•re alrededor de 0.0~5 mM favorecen la activacion 

mientras que concentraciot1es más altas 1nhibet1 

mente e! 70% de la actividad ATPésica. El análisis de !a 

cinética en estado estacionario muestra que el laurildime

tilamino óxido induce Lln comportamiento cinético complejo 

para MgATP en los cromatóforos, simila1· al del compleJo Fa

F,. El valor de la velocidad inicia! para Ja catálisis de 

un sitio de MgATP, es 6.J veces más al~J 13.5 x 10- 8 mol Pi 

por mol RrFc1-F1 por segL~ndo> en preset1c1a de detergente que 

en su at~sencia, donde la velocidad 111icial es de 5.5 >~ 10-~ 

mol Pi por mol RrFaF1 por segw1do. Estos experimentos mues-

tran gue el latJrildimetilamino óxido cambia el requerimiento 

por cationes para la hidrólisis de ATP de la H•-ATPasa aisla-

da de R. rubrwn de Ca• a Mg• y que ésta activa tanto la 

catálisis de multisitios como la de un sitio. 
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1. INTRODUCCION. 

Durante la evolución los organismos vivos han adquirido 

un sistema transductor capaz de capturar, transformar Y alma-

cenar la energia en diferentes formas con una gran efi-

ciencia. Los oro;ianis.rnc•s primitivos. pt·c1bc1bli?.m~2nte era1·1 q1Ji-

rniót.rc•fc•s inmersos en un medio de compuestos orgénicos abio-

En base a ésta teoria se ha sugerido que desarro-

liaron un transporte de electrones prerrespiratiorio capaz de 

mantener LJn balance redo~ celL~lar en respLJesta a presiones 

selectivas CGest, H. 1-:i:::OJ. De estos protobiontes sL~rg1eron 

la 9lucólisis, la respit·ación y la fotosíntesis que sot1 

considerados como patrones generales de transducción de ener-

9ía. La caracterist1ca principal de estos tres sistemas es 

usar la energía disponible de la oxidación de sttstratos o de 

"monedas ener9ét.io:a::." más irnport.ant.e::.: la pat-.=:J<< ATF'-AVF' y el 

potencial electroquímico. Los mecanismos de trat1sdl~cción de 

ener9ía se han e::.::pl i•:c,di:i pcit- medio di:~ la hipótesis quirnic•s.-

mótica descrita pot· Mitchell et1 1961 qt~e dice que la membra-

na citoplásmica de bacterias y las rnembranas internas de 

permeables esencialmente a ii:ines como H• y a OH-. Estas 

membranas llamadas transductoras de energia, acoplan la 

transferencia de electrones a la síntesis de ATP por medio de 

una diferencia de potencial electt·oquimico a través de la 

¡..• -· 



membrana. La transferencia de electrones y la sintesis de ATP 

se catalizat1 pot· distintas bombas de protones. En la membrana 

c1toplásmica se encuentra una cadena de acarreadores de Pt·o-

t.ones y electrones gue generan un potencial el ectrci·:iu í rn i cc1 

capaz de impL~lsar L~na bomba de protones, la ATP-sintetasa o 

ATPc<SCI, que opera reversiblemente, ya sea en dirección de 

sintesis o de hidrólisis de ATP. 

La ATP-sintetasa es una enzima rnultimérica compuesta de 

F Cl;o qL~e cat.aliza el transporte de pro-

tones a t1·avés de la membrana:o 

contiene tres sitios cC1taliticos IFig.1.ll. 

ha conservado bastante a nivel estrLlctural dl~rante la evo-

11.~c: i ón. El ot·iget1 de las ATPasas y sL~ 1·elaciót1 entre cloro-

m1tocondrias y procat·iotes~ está basado implícita-

mente en el modelo de Margulis y en el de RavGn y Smith 

sobre la evolucion del mecanismo 

·::il~i rn i osrnót i co. En el cL~t·so de la evolución, 

protones evolucionó antes que el fragmet1to Fi. 

supuestamente evolucionó como una bomba, incrementando la 

eficiencia del canal para mover protones. Esta evolución se 

Pl~ede reflejat· et1 la posiciót1 SL~F·erficial de Fl en relación 

con la membrana. 

Así como la sensibilidad a DCCD es una característica 

común a todas las ATPasas cot) canales de protot1es, la ser1si-

bilidad a 4-cloro 7nitrobenzofurazano INbf-Cll es común a 

todos los fragmentos Fi de las ATPasas~ 

hasta mitocondrias IHarris, 

La estructura de la sut~nidad F1 de mitocc~drias y cloroplas 
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FIG. 1. 1. 
MITOCON[)RIAS, 
1986). 

Ma1ri\ 

Cyto•ol 

ESTRUCTURA D~ LA Fi-Fo ATP sintetasa DE 
CLOROPLASTOS Y BACTERIAS <Tc•rnada de Harc•ld, 
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tos es muy similar. Podemos trazar la relación evolutiva de 

suponiendo ancestros mitocondriales, 

1· i l lwn 1·ubrurn, y ancestros de cloroplastos, 

rias, 

muestran ATPasas similares. 

La subunidad F, fue fijada muy t.emprano er1 la evolllción. 

Est.ud i i:1s de 1 as sec1Je1·1c i as 1je ami no2\C 1 dos v d~::: Df\1(1 en_ .. G_!_!~~:i 1 i 

y de proteínas constitutivas del complejo bovino muestran gue 

diferentes partes del complejo har1 evol1.~cior1ado a velocidades 

diferentes. Las subLtt1idades a y B que contienen sitios 

reg1Jladores y cataliticos, t·espectivmente, se han conservado 

q1.1e las 

proteínas de la membrat1a de la sL,bunidad F0 • 

las subunidades estuvierot1 sujetas a diferet1tes presiones 

En el caso de las proteír1as de membrana, parece 

ser que la selecciót1 opera pt·edomit1antemente er1 la hidrofobi-

cidad de la secuencia, al~ngue también se han conservado 

de prc1t.cw1es. 

Las secuencie~:. de arnin•:iacidCts de a y 8 de_g..!-..!..;;.Q..lt tienen 

otra característica impo1·tante~ sus secuencias estát1 relacio-

nadas y han evolucionado de t~n at1cestro comün. 

ción genética que da lugar a ellas debe haber ocut·t·ido hace 

más de 1.2 ~· 10~ a~os~ antes de gL~e aparecieran los euca-

a y a se doblan de una manera similar. 

rentes papeles en la cat~lisis, 
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Esta 

•=•:ir11=l1Jsi1:ir1 est.~ b?.sadc\ en el des1:ubrirnient.c1 de que las :.e

cuencias a y B contienen secuencias significativamente simi-

lares a •:•tras enzimas ·::i•.le 1.1nen ADP y ATP, notablemet1te entre 

ellas están la ATPasa de calcio, la miosina:o la ti:1sfi:1fructo-

cinasa y la adenilatocinasa. 

debate. Se puede sugerir ql4e se reguirierot1 para la conver-

sigL~iendo el desat·rollo de otras bombas de protones oxidati-

vas o funcionales con la lt,~. 

Lc•s rnecanisrnc•s de t.ra1·1spi:•rt.e de ic•nes por medie• de li:1.S· 

ATPasas de membrana son desconocidos y t~n problema impor-

tante dentro de la bioer1er·;ética de la fotosíntesis es el 

mecanismo de sit1tesis de Al"P del complejo ATPasa y la con

servación de energia por· medio de éste. Para cumplir con esta 

ca de la estrL~ctura de estas enzimas tan complicadas y el 

mecanismo de la actividad de HTPasa de la porción soluble de 

los complejos. Un sistema interesante para este estudio~ dado 

s1.~ 11.~·;iar dentr•:1 de la evolución del rne•=anismi:• ·:::i1.~irnii:isrnótir:c1, 

es la bacteria Rf}Q9osei.r..L!.Juw niQ.¡:urn. 

La H•·-ATF'as2, de la bao:t.eria fotosintéticc< _fü1od_g22:L:_ 

rillurn ru];•rufil se ha ca1·acterizadc• estnict.1.u-alrnent•;; (So:hneidet· 

et.al. 1979 y Oren, R. and Grornet-Elhanan.Z, 1979), 

gulación de los procesos cataliticos todavía no se ha 

11 



•:rit.c•. Varic•s trat¿<rnientc•s ·:i•.le activan a la hidrólisis de ATP 

se han usadc• para investigar lc•s rne•=ar1isrnc1s de reo;i•.Jlación de 

hidrólisis de ATP. 

re·;1Jla•=i•:1n d•"2 la H·"-ATF'asa en •::t·1:imat.ófc+rc1s de_Rh•:•dC•SE•iri l l1..u11 

r1..~br1.Hn, utilizandc1 la rnedici1::ir1 de la velc•cidad relativa d·~ 

las reacciones de hidrólisis de ATP y del recambio ATP-~2Pi. 

como indice de los mecanismos de conservación de er1et-gia en 

éste sistema, así como la activacióti de la hidrólisis depen-

diente de Mg-AlF en la H·-ATPasa aislada de 

laut·il di1net.ilamino óxido 

<LDAOl. 

1.1. BACTERIAS FOTOSINTETICAS. 

1.1.1. CLASIFICACIC~. 

Los procariontes fototróficos llevan a cabo la fotosínt.e-

baje• ·~L~~ el a9ua, tc:1les cc•mi:r i::•:•rnPtH2st.i:es d•= sul f1.1t·o redu•=idos, 

hidrógeno molecular o compuestos org~nicos simples. En lugar 

1.:J~:a c1>~í·3enc1~ lc1s prc1d1.Jct.c1s resul t.:.ant.1~s s.1:11·1 stJl fatei~ prcitones y 

ecológicos de los organismos totott·óficos sor1 provistos sola-

mente en medios acuosos por manantiales de sulfuro o a través 

de las actividades met.abólicas de otros microorganismos ci_Jyos 

productos finales del metabolismo s1rven como elementos pri-

marios para el metatiolismo de los orgat1ismos fototróficos. 

Las bacterias fotosintéticas se clasifican er1 dos gran-

des grtJPC•s en base a s1.Js prc1p1e1jades citológicas las bao::t.e·· 

rias verdes sulf~reas y las bacterias purpuras. En la 

14 



TABLA 1.1. CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS FOTOSINTETICAS. 

tlicroorr¡aniamo 

Cluificaci6n 
Antir¡ua 

Cluif icaci6n 
Nueva 

Genaroa 
Repraaantatiyoa 

Pigaantoa 

ruenta da poder 
reductor 

Ralaci6n con al 
odgano 

Crecimiento an la 
obscuridad 

Tipo de crecimiento en 
la naturaleza 

Bacterias verdes 
Sulfurosas 

Chlorobacteriaceaa 

Chlorobiaceae 

Chlorobium 
f.!!!9.L"Pseudomonaa 

Bacterioclorofila c 6 d 
Carotenos monoc1clicoa 

Anaer6bicoa obligados 

Ninguno 

Masivo 

To;nada de·Gromet-~lhanan, 1977. 

Bacterias purpuras 
Sulfurosas 

Thiorodaceae 

Chromatiaceae 

Chromatium 
Th1osp1rillum 

No Sulfurosas 

Athiorodaceae 

Rhodospirillaceae' 

Rhodospirillum 
Rhodopseudomonas 

Bacterioclorof ila a 6 b 
Carotenos ac1clicos 

tt 2s, s, s
2
o

3 
y 

compuestos org4nicos 

Anaer6bicos obligados 

Ninguno 

Masivo 

Compuestos orq4nicoa 
H2 en pocas especies 

Aerobios facultativo• 

Si, cuando son aer6bico 

No masivo 



Frn. 1. ::i. REF'RESENTACION GRAFICA DE UNA MICROGRAFIA ESTEREOE
LECTRONICA EN SECCIONES DE Rhcu:lo:•sp ir i 11 wn nibrurn .• <T C•rnada de 
Clayton y Sistrorn, 1978), 
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tabla 1.1. se se~alan las principales características de 

l•:•s dos ·;irupc•s. 

1. 1. 2. CAR~\CTER I STI CAS 

SULFUROSA,3 

DE LAS BACTERIAS PUF:PUF:~\S NO 

Las bactet·ias pQrpuras no sulfurosas tienen como especie 

t. i pc1 a 8~·1dC•§.E:....U:ilil!!iLJ.:.!:Jbr..!:JJ.D. cuyc1s si 1·1ón i mQs t~sadc1'2, s•:•n: 

Spi1··illwn rubn.HQ. von Esrn;;,1·ch, i:=::;::7 Y_8.t!.99.~~~Eir.i.1J.!.&Q_~a_~;t~w1teum. 

Mo:•l i sch, 1907. 

siones aproximadas de 7 a 10 µ de largo por 0.7 a 0.9 µ de 

ancho. Son Gt·am negativas. Es un organismo miroaerófilo que 

se puede cultivar en anaerobiosis estricta con cultivos 

i l tun i nad•:•s. Algunas cepas se pueden cul·~ivar en aerobiosis 

y en la oscL~ridad. La temperatura óptima de crecimiento es 

de 37"C Y el pH de 7. En anaer~~iosis e ilurninadas los culti-

vos son rojos o rojo pardo sin coloración café. En aerobiosis 

y en la oscuridad tienen una sola coloración gris pálida con 

un tinte rosa ligero. ·rienen un .:•lo~~ carei.1=t.e1~ísti•=Q. En 

medios líqL~idos los cult.ivos son homogéneos, 

E< la hiz. El cultivo se puede volver viscoso cuandQ hay una 

deficiencia de calcio. En medios definidos mL~chas Sl~bstan-

cias pueden servir de fuente de carbono ·1 de er1er9ía como el 

lactato, succinato y glutarna~~ <Cohen-Bazire, et.al., 1957). 

El aparato fotosintético bacteriano responsable de la 

etapa luminosa de la fotosíntesis está asentado en es-

tructuras rnernbranales, llamadas por algunos autores, croma-

morfológica con la membrana plasm~tica CFig.1.3>. Se presen

tan en forma de discos de 500 a 1000 A de diérnetro, rodeados 
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et al. 

1967). Se encuentran en un número de alrededor de 51)00 por 

célula sier1do ést.12 r129uladi:1 pot· la inti::::nsidad d~:.: luz y de co~ 

<kaplan, !::;. 197::;:). En li:•s cri:1rnatófi:1r.:1s s•:: enc1Jent1·a también 

el sistema de trar1sducción energética, desde la captura de 

fotones hasta la síntesis de ATP y PPi y la formación del 

podar reductor NADH. 

las relacionadas con el metabolismo del cat·bono 

son llevadas a cabo en general por et1zimas citoplásmi1=as. 

Cuando las bacterias son desit1te9radas por sonicación o 

por la prensa de Frenc~1 las membranas fot.osintéticas se 

fraccionan dando lugar a vesic1Álas get·1eralment.e selladas 

llamadas tambien cromat.óforos pues portan a los pigmentos 

fotosintéticos. Estas vesículas reti~nen la capacidad pat·a 

llevar a cabo los procesos de transducción de energía foto

sintética y los sitios de L~nió11 para sustratos de la cadena 

de transporte de electrones y de la ATPsintetasa, estén 

orientados hacia el exterio1· del ct·omatóforo, al igual que en 

las partículas submitocondriales. 

1.2. TRANSPORTE DE ELECTRONES FOTOSINTETICO. 

El grupo de las Rhodospir1llaceae y las plantas supe

riores, comparten la capacidad de utilizar la energ~a lumino-

sa para su crecimiento. A diferencia de los cloroplastos y 

las cianobacterias, gue poseen un proceso de transporte elec-

trónico no cíclico, localizado en vesículas intracelulares 

merobranales, llamadas tilacc•:ides, las bact•2rir::1s fi::itosintéti-

cas ccirno f(~·1c1dc•sPit·i I_!1Jrn .. rubrL.:ff.!l, poseen 1.~n t.rc:~nsporte de elec

trones cíclico, en el cual el electrón lanzado de la clot·ofi-
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FIG. 1. 4. TRANSPORTE CICLICO Y NO ClCLICO EN LA FOTOSINTESIS 
BACTERIANA. al Transporte de electrones ciclico en R. spbae= 
roides. b) Tran:.:.pcirt.e de electrcines •=ícl ic1:1 er1 Chlcirc•bilHO 
.!1J!Licola.. Est.crs d1:1s i:tro;:ianisrnc•s emplean di terent.es acarrea
dores redox y operan en diferentes valores t·edox. R. sphae-
1·coi9§2 o;:ienera NAI>H PC•r el transpcwte de ele•:trc•nes c•perado en 
reversa, mientras que C. limicola reduce NAD+ directamente. 
e) Transp1:1rt.e d~ ele•=t.c.~acicl ice:~ ~n ciani:1ba1:t.erias y 1:lc•-
1·c·plastc.s. D<:<s f<:<tc•si=.temas sepat·ados participan en la red-

. ucción de NADP+ a NADPH por luz1 el agua sirve cc~o reductor, 
c:c1n la liberación de •:i>~ío;ien1:i. Chl:i cl1:•rc•fila; 8chl:i bacte-
1·icu:l•:•r•:•fi la; G!, q1.lin•:•na. (lomada de Harc•ld, 1·;1:::6) 
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FH1. 1. 5. F'RESENTACION ES@JEMATICA DEL TRANSPORTE CICLICO [)E 
ELECTRONES Y LOS SITIOS DE ACOPLAMIENTO CON LA FOSFORILACION 
EN CROMATOFOROS DE R. n1bt"Ll¡!!.• La rea•=cié•n de t.rar1spc•rte de 
elect.rones se si·~l,ió espe1:t.t:ofot.1:1rnét.ricamerit.e. -----Reai:•=ión 
sugerida de transporte de electrones. e > indica l~n compo
t1et1te observado hasta ahot·a sólo en titulaciot1es t·edox en la 
oscuridad. =: sitio de acción de inhibidor. ==: sitio suge
rido de inhibición. -: estado de alta energia, AA: antimici
na A, Milf': met.1lendifosfato, o-phen: ortofenantrolina, UQ 
ubiquinona. !Tomado de Gromet-Elhanan, 19771. 
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la en al último acto fotoquimico, regresa a su lugar original 

<Fi9. 1.4.l. 

El evento:- inicial del t.ranspcorte de ele•=tro:ones en B..,_ 

1.5>~ es la excitación fotoquimica de las molé-

1::1Jlc~s de ba•::t.et·ic••:lc1f'C1fila de lc•s sistemas antena, ·~ue s 1: 1n 

los complejos de pigmento-proteína mayoritarios de la meíl1bra

na. Esta energía lumínica es transferida a! centro de reac-

membrana es menor (Junge1 W. 1977>. Como consecuencia un 

electrón es transferido a t~n aceptor prima1·io no iden·tifica-

Se han propuesto varios cornpot1et1tes como aceptores pri-

incluyendo a ql1it1onas y proteínas cor1 hierro no 

t·eci ba el e•:trc•nes de 1Jn donadc1t· i nrnedt at.o, el •: i trc•crciroc• C:.-.:: ~ 

estableciéndose así 1Jtl flujo electrór1ico ciclico. Los trans

portadores electrónicos son en su gran mayoría citocromos de 

los tipos b y e y L1biqui11ot1a. 

electrones tiene un doble trabajo, conducir electrot1es al 

oxígeno o de regreso a la clorofila dependiendo del medio en 

el qt1e se encuentre la bacteria~ at1aeróbico en la lLIZ o 

aet·óbico en la oscuridad. 

La cadena de oxidación ciclica está acoplada a la fo3fo-

rilación en varios sitios, probablemente en dos; el prodl1cto 

terminal puede ser ATP o:o piro:ofo:osfato:o i~~rgénico:o. Alternativa-

rnent.e, la energía de la luz puede ser ~rl~ilizada para la 

generación de poder reductor. Las bacterias fot.osintéticas 
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son incapaces de usar al agua como donadora de hidrógenos Y 

1-b,S, •:• 1.m t· .:;,-

auctor orgánico. La formación de NADH de un NAD• y un re-

ocurre por un proceso análogo a la reversa de la 

cadena de oxidación mitocondrial. Se debe notar gL~e tanto la 

luz como el ATP pueden servir como donadores de energía 

CJackson y Crofts, 

para llevar a cabo las fut1ciones ligadas a energía. 

En 1954 Ft·enkel observó la existencia de la to·tofosfori

lación acoplada al transporte de electrones indltcida por ittz 

en un medio anaerób1co. Existe ahora bast.ante evidencia para 

E\PC•Yar la te:-,is de .::iue la il1Jrninación induce tin influjc1 

electrogénico rapido de H+~ 

pH (~cido en el interior) y un potencial eléctrico (+250 mV~ 

interior pcisitivci) a través d~~ la memt:wanc:'(. E:.st•:o fue ir1h;;t·i-

do inicialmente por efecto de ionóforos en el movirniento de 

protones y en la fotofosforilación. 

tos de fosforilaciót1 colapsat1, parica1mente el 

gradiente de potencial eléctt·1co y el de pH t·eflejando un 

consumo de energía. Los sistemas fotosintéticos pueden 

transducir la energia de un gradiente de pH en ATP, sin 

requerir el funcionamiento del transporte de elect.rones. 

1.3. ATP sintetasa 

La ATP sintetasa, también llamada ATPasa, cataliza tanto 

la sintesis como la hidrólisis de ATP. Consiste estructural-

mente de dos componentes, un sector unido a la membrana, Fo, 

que funciona como un canal translocador de protones (JVlit-
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che 11, 19731, Y un sector e~tramembranal, F,, que tiene 

actividad catalítica !Pullman et. al. 19601. Existen simili-

t.1.~des estructurales de las ATP sintetasas de mitocondrias, 

1.3.1. ESTURCUTRA. 

La F1 de croíl1atóforos (Johansson et. al. 1·:17:3, 

Gephstein et. al. 1978) esté compuesta por cinco subunidades 

diferentes. Los polipéptidos se designan de acl~erdo a su 

tienen t~na masa molecular et1tre 54-58, 43-53.5, 

:32-39, 13-18 y 7.5-14 kD correspot1dientes a las subunidades 

a,a, ,& y e, respectivamente (Johansson y Baltcheffsky, 1975; 

Bengis-17;arber y ('H"•:•met-Elhanan, 1979; Muller et. al, 19791. La 

estequiometria propuesta más aceptada de éstas subunidades es 

,6,e CMcCarty y Carmeli, 19821. La FaF 1 de mito-

dos polipéptidos que parece que forman P~lrte del tallo y son 

la proteína que confiere sensibilidada oligomicina IOSCPl y 

1·1enen pesos moleculares de 

19:34l y :::, 000 IKn•:•wl·~s, et. 

al., 19711, respectivamente. Es importante aclarar que dentro 

del grupo de las bacterias~ las fotosintéticas también sot1 

sensibles a oligomicina, aunqt~e todavía no se ha descrito una 

subwiidad que la confiera esta sensibilidad. 

importante es qtte aún no se tiene evidencia de que exista 

1.Jna proteína inhibidora natural como en 

IPlil lrnan, 1961), en las bacterias o cloroplastos. La F 1 ne• 

contiene lipidos~ ni gt·upos prostéticos conocidos y en prepa-
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ADPI fuertemente unidos (Foster y Fillingame, 1979; Friedl 

et. al. 1979). 

24, 19 y 8.5 KV. 1Ne9rin et. al 1980; ~khneider y ~\ltendorf, 

e, respectivamente. S~1 estrLtCtL~ra y estequiometria no se 

mente integrado a lípidos. El peso molecular de Ja RrFaF 1 -

ATPasa determinado por filtt-ación en gel es de 48ü,00(1 ± 

ATPasa con una actividad hidrolitica depe~jiente de M92 • que 

es sensible a it1hibidores de trar1sfet·et1cia de energia. La 

ATPasa de mernbrana es rnenos act.iva en preset1cia de cationes 

i:tivc:"lent.es di-fer•:::ntes al M•;;a~ .. ·~ en t~l s.i9uiente ordt~n: Mn2 ·•·, 

asociado con la actividad de hid1·6lisis, cat·actet·is1tica de 

la H•-ATPasa solubilizada IBaccar1ni-Melandri y Melandri, 

19781. 

1.3.2. MECANISMO DE SINTESIS E HIDROLISIS DE ATP. 

La premisa principal de la teoria quimiosmótica de Mit-

chell <Mi tdv:l l, 19611 es que el gradiente electroquímico 

transmembt·anal sirve como it1tet·rnediario en los pt·ocesos de 

conversión de etiet·gía. El acoplamiet1to de energía ocurre a 

tt·avés de la cadena de tt·ansporte de electrot1es en mit.ocon-

drias, cloroplastos y bactet·ias fotosintéticas y aet·óbicas, 

en donde la difet·et1cia er1 el punto medio del potencial de 



A 

Frn. 1.6. MECANISMO DE SINTESIS DE ATP. Mecanismo propuesto 
pot· Boyet·, en donde se traza una vuelta del ciclo. Propone 
que durante la energización en los pasos 1 Y 3, un sitio 
catalítico de la F1 es interconvertido entre dos formas: L, 
ltt1ión débil para ligandos cataliticamente inactivo y T, unión 
fuerte para ligandos y cataliticamente activo. <Tomado de 
Crc•ss, 19:::1;. 
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gradiente electroquímico. (Reacción 11. La energía guardada 

en éste gradiente, µH•, es usada por la ATPasa para llevar a 

cabo la síntesis neta da ATP (reacción 21. 

Ared + Bcx = Acx + Bred + µH• Reacción 

ADP + Pi + µH• ATP + H,.,O Rectcción 2 

Antes de 1973, en los modelos propuestos para la fosfo-

rilación oxidativa y fatofosforilacíón, 

paso de utilización de energia dt~rante la sit1tesi'.; neta de 

ATP, era el paso catalítico, es decir, la formación de la 

unión anJ1idrida. Esto estaba basado en pt·ecedentes bioguimi-

cos en que la energía libre para la formación de A·rp en el 

sitto catalitico, seria, como en soluciones acuosas, altamen-

te endergónico. En partículas submitocondit·ales acopladas, 

todos los pasos de la reacciót1 involucrados et1 la síntesis de 

ATP, son reversibles. Esto res1~lta et1 L~t1 t·11jmero de reac-

ciones de recambio de isótopos que se PL~edeti estudiar· par a. 

rnoni t.i:•t·ear ¡:::•asi:•s d~::: unii:~·1·-, de sust.rer.ti::i y l 1b•:=rei.ciór1 i:-Jt2 r:ori:·-

duetos, así como el paso catalítico. Cada reacción de recam-

bio requiere Lina combinación difererite de pe~sos de unión y 

liberación, pero todos requiere11 tanto la fot·mación y t-LJPtLira 

de uniones covalentes. Si la er1trada de energía durante la 

síntesis de ATP fuera t·equerida para la formación del enlace 

anhídt·ido:• <Fio;:¡. 1.6, paso 2), entonces la adición de desaco-

plantes para disipar el estado energizado debería Pr8venir r10 

sólo la síntesis neta de ~fp del medio sino también todas las 

.-.i::-..::,._1 



' reacciones de recambio. Este no fue lo que se encontró CMit-

chell, P.r4. et. al. 1967; B•:•Yet·, P.I>.et. al, 1·:17:3; Cross, R. 

and Boyer, 1975, Rosing J., et. al. 1977; Russo, J.A. et. al. 

El intermediario de recambio de oxigeno PiHOH~ que 

ocurre durante la hidrólisis neta de ATP es insensible a 

desacoplantes. Este intercambio se mide fécilmente siguiendo 

la pérdida dt:= 11:;)0 rot:-t1-c8.d•:1 PUtE:St.•:• en el 9t-'-~PO fi:•sfot-ilo gc;,rnrnc:' 

del ATP durante la hidrólisis neta. Los pasos requeridos 

la hi.dról i.sis 

reversible de AlP (pasos -2 y 2> y l~ disociación de ADP y Pi 

(pase• -ll. Los únicos pasos r10 requeridos po1~ éste cambio 

insensible a desacoplat1tes son la L1t1iót) de ADF' y Pi (paso 1) 

y la liberación de ATP (paso 31. Ya ql~e cada uno de los 

recambios sensibles a desacoplantes requieren el paso 1 ó 3~ 

o ambos, éstos pasos son los candidatos para una entrada de 

energia de la oxidaciót1 de SL~stratos. Inicialmente se pro-

puso que la libet·aciót1 del A·rp es el paso pirncipal que 

requiere energia en la tcsfot·ilación oxidat.iva y fotosintéti-

ca <Boyer et, al. 1973; Boyer, P.D, 19741. Est~jios peste-

riores mostraron que la unión ADP + Pi estabat1 tambiét) aso-

ciada con una entrada de energía de la oxidación <Gómez-

PllYC•ll, et.. a 1 • , 19::n) • 

1.:).:3. INTERACCIONES COOPERATIVAS ENTRE LAS SUBUNIDADES 

CATALITICAS DE F1. <Cross, 19811. 

La evidencia derivada de rnúltiples estudios de las pro-

piedades físicas y enzimáticas de AíPasas de mitocc~drias y 

bacterias, sugiere que la hidt·ólisis de ATP por estas enzimas 
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FIG. 1.7. COOPERATIVIDAD CATALITICA ENTRE LOS TRES SITIOS 
CATALITIC:OS. El es0:¡1.1ema m1.1est.ra LWi tercie• de w·1 ciclo:- enzi
mático. Los sitios en la F, se interconvierten en treE 
formas: O, sitio abierto co:on baja afinid¡d a ligandos y 
cataliticamente inactivo. L, baja afinidad a ligando:os deb1l
rnet·1te 1.midc•s y •:at.aliticamente inactivc•. T, Lmié•n de ligani:fos 
fuerte y activo cataliticamente CTo:omado de Cross, 1981), 
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Los primeros estudios que lo sugirieron los 

hizo Ferguson CFergt~son, et. al., 1975). 

química de una subunidad S por MF1, en tln sólo residuo de 

tirosina o arginina con Nbf-Cl~ causaba la it1hibición comple-

ta de la hidrólisis de ATP. En est~jios de wii~~ de ADP a 

BF 1 de A lc~d i:;aerles f§\§~ª1.J.2., Adol fsen y Mo1.1dt· i anak is ( 1976) , 

encontraron que la velocidad de disociaciót1 de ADP pt·eviamen-

te unido, aumentaba a~adiendo nucleótidos al m8dio. Los 

autores conclt1yeron gue la unión de un nucleótido a un sito 

de la enzima, promueve la disociación alostérica del t1ucleó-

tido de otro sitio, pero no se estableció s1 estos sitios 

eran catalíticos o no. Estudios de Boyar, Kayalar y Rosing, 

de recambio entre los oxígenos dE~l agtia y los étomos de 

oxígeno del Pi, liberados durante la hidrólisis de ATP, 

catalizada por Fi, dieron evidencia de que la tlnión de ADP y 

Pi promueve la libet·ación de ATP durante la síntesis neta 

(f<ayalat· et.. al. 19771 y qua la unión de ATP promueve la 

liberación de ADP + Pi durante la hidrólisis neta CHackney, 

D. and B·~yer, 197:?.; Cl··,.:;ate, et.. al. 1'ól79). El me•=anismo 

propuesto se muestra en la Fig. 1.7. La unión de sustratos y 

la liberación de p~oducto se asocian con la entrada de ener-

gia de la oxidación. 

Independientemente, Kozlov y SktJlachev en 19·;7, pro

pusieron un mecat1ismo detallado para la hidróli$iS de ATP por 

Fi que involucra simt~ltáneamente cambios de afinidad depen-

dientes de energía para sustratos y producto~ Sus caracte-



t"isti•:as básic:as están inc:c•rporadas et1 la Fig. 1.5, solameonte 

•::¡ue i ne: l tiye rnov i rni entos c•:•mP 1 i cadc•s de r1tl•:: 1 eóti dc•s entre 1 as 

subunidades Q y a en un intento para involucrar sitios de 

unión, que no participan directamente en la catálisis. 

En adiciót1 a los compuestos que modifican la F 1 ~ como el 

Nbf-Cl, 

de lc1s sit.ii:i::.~ o la i:.t~r·=~~ra part.e de li:•s s1tic1s,si la F 1 

contiene 3 SlJbL~r1idades catalíticas. La hidt·ólisis de ATP se 

un mol de DCCD por mol de enzima <Satre et .. al. 197':t) y la 

inactivación de MF1 de corazón de res, correlaciona con la 

modificación de la reactividad de un sólo residuo con tenil-

glioxal CKohlbrenner, W.E. Cross, R.L. 19781. 

Una de las formas más claras y directas para probar la 

cooperatividad catalít.ica entre los sitios hidrolíticos de la 

·=11.~e exista sóli:• el s:ustt·at..o suficient·~ para i:1c1.~par un se.le• 

sitio catalítico activo. Est.a catélisis est~ asociada con 

velocidades bajas de f1idrólisis de SL~strato. 

adición de Slfstrato en exceso, en cor1cent.r&ciones suficientes 

para llenar el sitio dos de la enzinia~ se acelera la veloci

dad de hidrólisis neta del ATP previamente unido al primer 

veces CGrubrneyer, C. y Penefsky, H.S., 19811. El 

ATP y análogos hidrolizables y no hidrolizables, pueden pro

rnover la hidrólisis. Estos datos muestran clararnente gua las 

velocidades normales de catélisis requieren interacciones 

entre por lo menos, dos sitios catalíticos. La c1finidad 
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aparente para la l~nión de los productos en el primer sitio 

decrece mostrando lina cooperatividad negativa en la unión de 

sustratos~ Cl~ando el segundo sitio es ocupado por sustratos y 

el incremento en la velocidad de liberación de producto es el 

principal factor en la pt·omocióti de la velocidad de reacción 

IGrubmeyer et. al., 19821. 

1.3.4. REGULACION DE LA ATP sintetasa. 

El complejo ATP sititet.asa cataliza la reacción de sinte-

sis de ATP así coma la reacción reversa. 

mitocondrias, clot·oplastos y bacterias trabaJa principalrnet1-

te en dirección de síntesis de AlP, po~· lo ql~e es razonable 

pensat· en un sistema regL~latorio para abolir ciclos fútiles. 

Aun·~ue este complejo es estructuralmente parecido en diferen-

t.es sistemas, la expresión de la activi•jad de hidrólisis d8 

ATP está t·egL~lada por distintos factores. Estos fc\ct.c•res 

pueden set·: a) el equilibt·10 t.ermodinémico del gradiente de 

protones a través de la membrana tratisductot·a de e11ergía, b> 

la proteína inhibidora de la ATPasa, e) ADP (y/o ADP y Pil, 

d) cationes divalentes y tal vez e) el estado redo>~ de los 

grupos SH en la molécula de F 1 • 

E~ 1963 F~llman y Mc~roy describieron a la proteína 

inhibidot·a de mitocondrias <ve1· revisión de Schwerzmant) y 

1986>. Es es llna proteína con un peso molecular 

entre 7,000 en levadut·as y 16,000 en m~sculo esglielético, 

con un alto grado de homología er1tre las diferentes especies. 

En cloroplastos y algunas bacterias 

subunidad e de la F1 podría ser la responsable de la regula-



ci~~ de la cat,lisis CMc Carty R.E. y Monroy, 

Sternt.-Jt~issl' 1977; Smith y Sternweis, 1982; Dreyfus y Satre, 

1984) aunque todavía es t1na materia que requiere un estudio 

lll ter ior. 

se r e9tJ 1 a por t11·1 

wards y Jackson, 19761 que catalizan la hidrólisis de ATP en 

la oscuridad, los desacoplantes a altas cor1centraciot1es disi-

pan el i;:irc\diente de pr.:•ti:ines inducid.:• pot· ATF' e inhiben la 

actividad h1drolítica. ~n ambos casos, la it1hibición es supe-

rada por la lll1minación. En _Si~bt"LHO este:, eneri;iizaciéin se 

deba a una disminución de la Km Para la hidrólisis de ATP 

CBaltschefsky y Lundin, 1 ·;179¡. El hecho de que la actividad 

tancia fisiológica a la inhibición por producto. El fiDP •35 

inducida por luz er1 cloroplastos <Bennun and Avron, 

En crc•matófc•ros de _B_,__ _ _r_i,._ibn1m <Bal tschefsy y Lundin, 

1965). 

1979). 

la activación es inhibida por concentraciones micromolares de 

ADF', controlando la hidt-ólisis como Lln efector alostérico. 

Sin embargo el ADP es l~n inhibidor competitivo con LJna Ki= 

O. 2::: mM, de la hidrólisis en la oscuridad. As i ro i srno:• la 

ATPasa en cromatóforos no tratados se encuent.ra et1 un est~·jo 

de baja actividad. Este se p1Jede ~ct.ivar aplicando un 

gradiente electroquímico transmembranal generado pot· un 

transporte de electrones indL1cido por luz o aplicando saltos 
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Después de ltna disipacióti rápida, del potencial 

electroquímico, el estado activo de la H·~-ATPasa, decae a ur10 

de baja actividad, ditet·et1te al estado itiicial de baja acti-

viciad, 

Sl~gieren .:¡1Je el ADF' fl~ertement.e unid1:1 es 1 iberadi:1, 

la ATPasa CSlooten y Nuyten, 

!:•.). 

1981 a., Slooten y Nuvten, 1981 

Los iones divalentes libres, 

itihibidores competitivos débiles utilizando como sustt·ato al 

complejo Mg-ATP. 

sólo eti pt·esencia de altas 

1976). 

AunqL~e estos datos son interesatites mecanisticametite~ se 

requieren más datos para asegut·ar sL¡ significado fisiológico. 

Estudios de la t·egulacióh con activadot·es reversibles 

como ciertos indicadores de pH lipofílicos y a!gL~nos det.er-

•;entes (Sc1e et. al., 197(;:) estimulan la velc•cidaoj oje hidr-óli-

sis de ATP dependiente de ~J.;:;1""·•, e inhiben la a•:t.ividad d•:2Pen-

Ent.re lo:•s 

deter-gent.es más eficientes eti la activaciót1 se encL~entran 

el dodecilsulfonat.o. 
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2. MATERIALES Y METODOS. 

2.1.1. CRECIMIENTO EN MEDIO SOLIDO. 

Este método se aplica para mantener a las cepas de 6 

a 12 meses con tJna tasa de crecimiento baJa. El medio sólido 

contiene: 2% de agar~ 0.3% de extracto de levadura y 0.2% de 

peptona y un poco de biotina. Se esteriliza et1 frascos de 

20 ml, conteniendo 10 ml de medio cada uno. Se inoct~lan los 

frascos por punción y se mantienet1 en la oscuridad dut·at1te 12 

horas antes de iluminarlas con luz constante~ LJtilizando 

lémparas con filamento de tungsteno, de 4(1 watts. 

2.1.2. Crecimiento en medio liquido. 

Este método se aplica para obtener grandes cantidades 

de bacterias. Se utiliza el medio ( Cohen Bazire et~ al., 

1957) que se describe a contint~ación: 

1. Base concentrada 

.... , 
~. 

Acido nitriloacét1co 
Sulfato de Magnesio 
Cloruro de calcio 
Molibdato de amonio 
St~l fati:' ferr•:•s..:1 
Metales 11 44 11 

Ajustar a pH 6.8 con 

Metal.:;,:; 114411 

EDTH 2.5 
FeS04 7H,,,o 5. o 
znso .. 71-bO 11. o 
Mnso .. ·~· 1. 54 

1·~ ( CH::o:COOH) ~· 
i'lgSO.., 71-bO 
CaCl,, E.H.,o 
( NH .. ) ,,J"I0:•70.,.,. 
FeS04 71·h0 

500 rnl 

5 9 
7.2 •;! 

2. 18 9 
0. 012 9 
0. 049 •;! 

25 ml 
NaOH y utilizar agua bidestilada. 

9 
9 
g 

9 
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MnCl2 4Ha0 1.37 g 
CuS04 5H20 0.392 g 
CoCNO~l2 6H 2 0 0.248 g 
Na.,B .. 07 6H,,O O. 1 -;7g 

a pro>:: i rnadamente 

metales. 

3. J<H,.,,PO.., 

4. Aci•jCo StlC•= :Í. ni CC• 

"" ~" (l~H ... >,.,,so.., 

6. l~aCl 

7. Acidc• Gi 1 ut.árn i •=ei 

~· ~ .. Aci•jCo Aspárt.ic:i:, 

1 :36. ':! 

1 00 

1 (11) 

~iO 

25 

5 

gil pH E .• t: + 20 ·:i de Na OH 

·J/l pH 6. ::: + 70 9 de Na OH 

9/l 

9/1 

•;1/250 rn l pH 6. ::: 

·~/2~;(1 ml pH 6. :::: 

Con las soluciones anteriores se preparan 12.5 1 de medio de 

siguiente forma: 

1. Be:, se c1:1r1•=eritr ada 250 rn l 

2. ~~l-bF'04 250 rnl 

:::~. Ac i de• SIJCCínic1:1 2!;:1(1 rn 1 

4. <NH4l::;::S04 62.5 rn l 

~ 

~·· NaCl 1 ·-·-= .t:.·-· m l 

1.: .. Acidei Gilut.~rni1=i:1 25 rn l 

7. AcldC• Aspárticc• 25 rn 1 

o""• .;:.. Caseínc:t hidreolizada l.~.'.I 12. !:i 9 

~a>~t.r actc1 de cat-n•2 

':!. Acid•:• nicc1t.ín1cc• 12.5 rn9 

1 o. Tiamina 6.25 rn·;i 

1 1. d-Bic•t.in21 o. 125 rn9 

Para hacer el medio se agregan todos los componentes al 

recipiente menos la base concentrada, la cual se agrega hasta 



que se haya puesto la mitad de la cantidad de agua destilada. 

Al final se a3usta el pH a 6.8 con HCl. 

Se esterilizan botellas pyrex de t~n litro a 15 libras de 

presión dL~rante 15 minu·tos. 61 se utilizan botellas de 15 

2.2. SIEMBRA DE BACTERIAS 

Ya qt~e se obtiene Ut) cultivo en medio sólido, éste se 

durante doce horas y después se trar1sfieren a la lLtz, con 

focos de 4ü watts, a 3o~c . 

obtener un cultivo más grande, transfiriendo 10 ml de cultivo 

en tase de crecimiento logarítmico t.ardio a cada botella de 1 

1. 

2. 3. CONSERVACION VE LA CEPA. 

Se crecen las bacterias en tubos de 15 ml, en un medio 

rico, que se describe a continuación: 

Peptona de caseína 
Extracto de levadura 
Potasio dihidrógeno tostato 
f<::H,,,f'04 pH 6. 9 1 M 
Malato de potasio 20% 
Cloruro de magnesio CMgClm 6H2 0J 
Cloruro de calcio CCaCl., 2 H2 0J 
ci.:.r1.wc• fet-rc•sc• ( 1:ec1.,1 o. D; 
Agua bidestilada 

1 o;,; 
lJ. :=::1~ 

c.t •. p. 

2.5 •;J 

2.5 9 

10 ml 
10 rnl 
1 o rn l 
11) ml 
10 rn 1 

1 1 

Se mantienen en la oscuridad dL~rante 12 •1oras y después 

s~ trar1sfieren a la luz, como se explicó at1teriormet1te. Se 

deJar1 crecer y se toma L~n mililitro de cultivo pesado, se 

a~ade 0.1 ml de d1metilsulfóx1do previamente tiltrado, y se 



congela a -70"C. Esta cultivo sa mantiene viable durante 

2.4. COSECHA DE BACTERIAS. 

Las bacterias se cosechan et1 fase de crecimiento loga-

rítmico tardío. Se cot1servan a 4~c y se centrifugan a 5,500 

x g, durante 10 minutos. ~l precipitado se resuspende en 

fris-HCl 10 mM, pH 8.0 y sa cantrifw3a ~~evamente. Este 

prcicesc• se repi t.e aprc•>::irnadarnent.e J veces~ hasta qui=: se ·=-41Ji t.1::! 

el olor. El precipitado bien lavado s8 resL~spende en 50mM de 

Tricina, pH 7.4, 10% glicerol y 100 mM de 

el rotor Sorvall, SS-34 a 10,000 rpm durante 10 minutos. El 

precipitado se p~sa y se cor1gela en alicuotas a -70ºC. 

2.5. PREF'ARACI0/11 DE CROMATOFOROS. 

Los cromatótoros se preparan según el método 

Baccarini-~lelandt"i y eco!. <1974). 

a. Sa rasuspenden las bacterias en ~O mM da Tricina /llaOH pH 

8.0, 250 ~~de Sacarosa, 5 mM da MgCl2 más 1 mg da RNasa 

y 1 mg de D/llasa por cada 10 g de bacterias. 

b. Se sonican en lotes de 15 ml durante 90 s en un sonicador 

MSE, conservando la temperatura en 4~c. 

c. Se centrifuga a 13,000 t·pm dL~rante 20 m1n en el rotor 

S•::irval 1 SS34. 

d. El sobrenadante se centrifwaa a 40,000 rpm, en el rotor 

Beckman 45li durante 9U mit1. 



e. El precipitado se resuspende en 10 ml por gramo de 

bacterias iniciales, en 50mM Tricina NaOH, pH 8.0~ 250 

mM de sacarosa y 0.5 mM de EDTA. 

f. Se centrifuga en las mismas condiciones qLJe en el paso 11 d 11 

h. El precipitado de la ultima lavada se resuspende en 1 mM 

de lr1c1na NaOH y 58% de glicerol~ y se guarda a -7owc. 

l\IOTA. Lc1s pre•::1 p1 t.adi:1s se pueden t·esuspender L~t.i l izandi:• un 

pincel de cerda f1t1a cuidat1do t1o hacet- espuma. 

2.6. AISU-\MIENTO DE LA W-ATF'asa [)E fü:l':•dQ.2..E'.lL~l..hlliL.t:.idb1·w~.· 

2.6.1. AISLAMIENTO DE RrFaF 1 • 

La w· -A TF'asa de fü"1•=·~:;!s:.!.2E:ll.U.ilrnl...J::.t,!!¿r.i_.d!!L se a is 1 ó mediante 

Wla modificaci~~ del método de lzagaloff y Oren (Tzagaloff 

et. al, 1971 y Oren, F:.y 1:::1t·omet-E!hanan, 1979). Se res1.ispen-

den los cromatóforos en una concet1tración de 4.5 mg/ml de 

proteína en 150 mM sacat·o:os<:<., :;; mM Tt"is-HCl, pH 7.5, a lc•S· 

cuales se a~ade un volumet1 igual de Tritón X-100 al 9%. La 

mezcla se centrifuga inmediatamente durante JO min. a 45,000 

rpm en t~n rotor Beckman 50 ·1·1. El sobrenadante se colecta y 

se concentra por ultrafiltración a travas de l~na membrana de 

Este concentrado se coloca encima de un 

gradiente continuo de sacarosa de 5 a 15%~ qt~e contiene 0.45% 

de Tritón X-100 y 5 mM Hepes NaOH, pH 8.0. El gradiente se 

centrifuga durante 13 h a 21,000 rpm en un rotor Beckman SW 

27. Se colectat1 25 tracciot·1es de L4t1 mililitro cada ut1a y se 

colect.an por punciótl del fondo del t.L~bo. Se cuantifica la 
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actividad ATPésica de cada fraccion y las fracciones activas 

se concentran en L~na membrana de Amicón X-100 y se guardan a 

4"C. 

2.6.2. AISLAMIENTO DE RrF,, 

La RrF1 se aisló mediante el método de Baccar1ni-Melan-

dri IBaccarini-Melandri y Melandri, 19741 modificado. Se 

extraen cromatóforos (50 mg de BClJ en presencia de 2.5 mltl de 

MgC:l2, gota por gota con 2ú volúmenes de acetona fría (-1o~c> 

El precipitado 

se seca por evacuación y se e::trae dos veces con 40 ml to-

tales de una solución con 0.05 M de Tris-HCl pH 7.6 y 4 mM de 

ATP. Se deja 30 mina 4"C y se centrifuga durante 30 min a 

25,000 x g 113,000 rpm en el rotor sorvall SS-34). El sobre

nadante se centrifuga 2 horas a lüú,000 ~< g h se obtiene la 

RrF1 (4 mg/mll. 

2.7. CUANTIFICACION DE LA HIDROLISIS DE AIP Y DEL RECAMBIO 

ATP-ºªPi. 

2.7.1. PURIFICACION DE 3~Pi. 

La purificación de ~2Pi, se lleva a cabo mediante una 

modificación del método t·eportado pot· Boyer y Bt·yan <Boyer y 

Bryan, 19671 de la siguiente manera: 

a. Se toman aproximadament.e 5 mC1 de ~~Pi más 6 µ1 de 500 mM 

Pi y se aforan a 1.5 ml con agua bidestilada. 

b. Se a~ade l ml de molibdato de amonio en H2S04 ( 6.6X de molibdato 

de amc~io más 7.5 N H2SÜ4, 1:1). 

c. Se a~ade 0.3 ml de acetona y se agita. 

d. Se a~ade 1 ml de acetato de bL~·tilo y se agita durante 90 
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s y se guarda la fase de acetato de butilo. 

e. Se vuelve a a~adir 1 ml de acetato de butilo~ se agita Y 

se junta la fase de acetato de but1lo con la anterior. 

t. A éstos dos mililitros de acetato de butilo se les a~ade 

Si el color sigt~e 

amarillo se a~aden 10 µl de NH40H fwnante y se agita 

g. Se elimina la capa orgénica. 

h. A la capa act~osa se le ai~ade11 0.8 ml de la siguiente 

soluciOn: 5.5 g MgCl2, 

se lleva a 100 ml. 

i. Se a~aden 6 µl de 500 mM Pi. 

j. Se coloca en ~1ielo durante k horas. 

k. Se centrifuga a 3,000 x g y se elimina el sobrenadante. 

1. Se af'iade ml de HaO al precipitado y se forma una 

suspensión. Se a~aden 10 µl de una soluciión 1 N de HCl l1asta 

di s•:il ver. 

2.7.2. SINTESIS DE ""';¡'P-ATP. 

La síntesis de ª 2 P-A.IP se llevó a cabo por el matodo 

de Glyr~ y Chapell IGlynn y Chapell, 1964), ut i 1 i zandc• "''""Pi 

previamente purificado, de la siguiente forma: 

a. 5 mCi de ~2Pi se dejan re~ccionar dl~rante 60 min a 26uc 

en:50 mM Tris-HCl, pH 8.1, 6 mM MgCla, 2 mM cisteína, 1 rnM 3-

fosfoglicerato, 5 mM ATP, 0.4 mM NADH, rnM E1Cil A-f<, O. 1 rnl do;; 

8-mercaptoetanol y 200 µg de 3-P-gliceratocinasa. 

b. Después de la incubación se af~aden 50 ml de etat1ol y se 

agregat1 otros 10 ml de etanol al 1"7% al tubo de reacción. 



c. Se evapora el alcohol a una temperatura méxima de 4o~c. 

d. Sa paEa por una columna de 3.5 x 0.5 cm qL~e contiene 1 g 

de resina AG 1x8 de 810-Rad. La columna se carga después de 

haber filtrado el liquido a través de pape! Whatman 1, 

lavándolo con 10 ml de agua. 

e. Para eliminar de la columna al ~~P. al ADP y al Pi se 

eluye con 40 ml de N~~CJ 20 mM en HCl 0.02 N. 

agua para eliminar el NH4+ y finalmente el 

•:•:•n HCl O. 25 l\J. 

f, Este vollunen 15-1·7 mlJ se colecta en hielo y se le 

ajusta el pH a 6.8 con una solución lM de Tris (de 3 a 3.4 

rnll. 

2.7.3. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD HIDROLITICA. 

La cuantificación del fosfato liberado durante la hidró

lisis de A"fP, tanto en cromatóforos como en la H·~-ATPasa se 

midió a partir de u11a alicuota del ensayo <segun De Meis 

et.al., 19831 previamente centrifugado a 3,000 rprn durante 10 

min. Teniendo la alícuota (0.7 ml cuando se midió el efecto 

del LDAO y 0.2 rnl cuando se midiere~ las relacic~es hidroli

sis/recambio ATP - ~2PiJ se hizo la determinación de la 

actividad ATPásica extrayendo el ~2Pi a~adiendo 0.3 ml de 

acetona, 0.4 rnl de mc•libdat.o c:i ·::i d .. 2 hept.am•:•libdato de arnc1-

n10, 40 rnl de 'cido sulfarico 10 N y c.b.p. 100 ml de agua), 

Una vez formado al complejo tosfornolibdato, soluble en sol-

ventes orgánicos~ 

agita vigorosamente dur·ante 

:3'3' 

ml de acetat.o de butilo y se 

min. Se centrifuga 1 m1n a 



a o.e mll. Esta se coloca en un papel filto 12.5 x 8.0 cml y 

se deja secar. Se coloca el papel dentro de un vial con 

liquido de centelleo Bray qL~e contiene 5.5 g de PPO <2,5-

difeniloxazoll, 0.125 g de POPOP 11,4 bis<2-(5-feniloxazolil-

>benceno>, mas 1 1 de tolL~eno. Es importante se~alar qL1e no 

es necesario utilizar POPOP, ya que originalmente era reque-

corresponder con la longit.L~d de onda de la luz de salida de 

los tubos fotomult1plicadores antiguos. Los tL~bos modernos 

tienen una repuesta espectral ·tan amplia, qt~e el uso de 

solutos secundarios tio es ya tiecesar1a y PL~ede llevar a 

eficiencias de contaje redt~c1das, ademés de que es un gasto 

innecesario IC~apman y Ayrey, 19811. 

2. 7. 4. CUAMTIFICl-1CIOl\J DE LA REl-1CCION DE F~ECAMBIO ATP-"''""P i. 

La medición de ~2Pi incorporado a ATP durante ésta 

ensayo previamente centrifugado a 3000 rpm durante 10 min, la 

cual se proceso del mismo modo qu~ la cl~antificación de ATP 

h idrc•l izadc• .. excepto que ahora la fase de interés es la fase 

acuosa donde se encuet1tt·a el Al'P y el ADP. 

primera separación, la fase org~nica se desecha y se vuelve a 

extraer 6 veces, a~adiendo solamente 0.3 ml de acetona~ 15 µl 

de Pi 25 mlYl y 1 rn! de ac:etati:• dt:= but.1 lo. Se toma una muestra 

de 0.5 ml de la tase acL~osa fit1al y· se coloca en t1n papel 

filtro para después contarlo et1 !íqt~1do de centelleo de Bray. 

2.8. DETERMINACIOM DE BACTERIO:LOROFILA. 
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La bactarioclorofila fue determinada utilizando el coefi-

ciente de extinciót1 in vivo (Clayton~ 1963) a 880 nm que es 

2.9. DETERMINAClON DE PROTEINA 

2.9.1. METOl:>O [:•E flIURET (l.?í•:wnal.l, et. al. 1949). 

Para dete1-minar la proteina en los cromatótoros es 

necesario sepat·ar la bacterioclorofila de la proteína (Eze Y 

Dwnbn:•ff, 1 ':tt::2). La separación se lleva a cabo t.omandci 10 µl 

de ac8tona-metanol 7:2 v/v. Simultát1eamente se agita vigo1·0-

samente y se centrifyga a 3,000 rpm dyranta 10 min. El 

s•:•brenadant.e J=•Uede le~2rse E:t 770 nm petra d·~te1·rn1nar bacti:-:::!1-ii:•

clorofi la~ asumiendo un coeficiente de extincion molar de 75 

mM-•cm-• y un peso molecular de 1000. El precipitado se 

resuspende en 0.2 ml de deoxicolato de sodio al 1% y se le 

a~aden 0.8 ml de agua y 2 ml de reactivo de Biuret Ccolato de 

sodio al 4%, NaOH al 10% y CuS(l4). se agita y daspues de 15 

min se lee a 540 nm. 

patrón con albdmit1a bovina. 

2.9.2. METODO DE AZUL DE COOMASIE CBradtord, 19761. 

Se utiliza para cLJantificar proteína de material so

ll~ble, además de qLJe tiene LJna gran set1sibilidad, ya que 

detecta hasta 10 µg de proteír1a. A la muestra de proteína se 

le a~aden 2 ml de una soluciót1 colorat·1te ·~1Je contienen 100 mg 

de Coomasie G en 50 ml de etanol al 95%, y 100 ml de ~cido 
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fosfórico al 8~~. Esta solución se afora a 1 1-con agt~a, Y se 

filtra. Se conserva a 20kC en un tt·asco émbar. La muestra de 

proteína con la solución de Bradford se incL~ba de 2 a 30 min 

y se lee espectrototométt·icamet1te a 595 nm. La c1~rva est~n-

dard se hace con albümina de bovino. En las mezclas de 

protelna que contienen detergente se agrega una co1·1centraci6n 

correspondiente en los tL~bos de la cL1t·va estándar. 

2.10. CALCULO DE CONCENTRACirn~ES DE SUSTRATO Y CATIONES 

LIBRES. 

Las concent1~aciones de sustrato 1~fgAfP y Ca~TP y de 

cationes libres, Mg~~· y ca~·, se calcularon l~sando el pro-

grama de Fabiato <Fab1ato y Fabiato~ 1979 ), gue est~ dise~a-

do para ca!culadoras de bolsillo como la Texas Instrument. 

Con este progt·ama podemos calcular las concentraciones to-

tales de metal y de ligando necesarias para obtener concen-

traciones iónicas lit•res, y ur1a fuerza iónica especítica. 

El programa resuelve ecuacic~es de equilibrio m~ltiple hasta 

entre cuatro ligar1dos y cinco metales ~tt·es d1vale11tes y dos 

monovalentes), utilizando el logaritmo de las constantes de 

asociación. Estos valores fL~eron tomados de Martell y Sillen 

CMartell y Sillen, 19711 y fueron: 

Metal 

H 

log absoluto de 
la cte de estabi
bilidad 

Referencia de 
Martell y Sillen, 1971 

LIGANDO: ESTA 

log K1= 9. 46 Schwarzenbach et al. 119571 
log K2= 8. 85 
l~ k3• ~ 

~- 68 
1 og M= 2. 00 

Ca log Kl= 10.716 Allen y Blin~~s (1977) 
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lt:•·3 l:'.2= 5. :~c3 

l 1:1•:;1 Kl = 5.21 
li:19 IG~= :::{.::n 

H lC•9 Kl= 6.95 
le•·; K2= 4. o:; 
lc.9 1<::.{= 1. (10 
lQ•;I 1<4= 1 00 

Ca 11:19 Kl= ::~. ·;.::::2 
lc•·:I 1<2= 1 • ::=:o 

lc•9 I< 1 = 4. :J24 
!1::.•3 1<2= 2. 74 

le .. ;:¡ Kl =O. 9ü:J 
li:19 K2= -0.:Jü 

H l c .. ;:i 1<1= 10.26 
109 l'.2= 6. 16 
1 C••;:I l<:J= 2. 67 
l 1:1•;;;1 f:::4= 1. ·:i·:i 

Ca lc .. ;:i Id= .tü. 70 
lc .. ;:i K2= :3. ~il 

Mg lc .. ;:i f:'.1= 8.69 
li:1g l•'.2= 2. 2E: 

H lC••;,l l:'.1 = 6. 68 
lc•g K2= :J.''19 
1 C••:! f:'.:J= .( 00 

l C••:;I f<l = .-. ::=: 1 ..::.. Ca 
lc•g f:'.2= 1. !:;i2 

1C•9 f<l = :J. ºº 1 C1•;;;I f:'.2= 1. 4~· 

H 1 C•'3 1<1 = 6.71 
l C••:,:I 1<2= .-. 1 o "-• 

Ca lo·::i f•::1 = 1 • 70 

lc19 Kl= 1 :.::::: 

f,.· ., 1C•9 Id= o. 4·:1 

Schwarzenba•=h •=t. al. < 1 ''177) 

LIGANDO: ATF' 
Smith y Alberty (1965) 
Mar-tel 1 y Schwarzenbach ( 1965) 
(41-bi t.rat·ic1 (~2s muy bc:1J1:d 

l\Jar·1tún·:;i<:, ( 1·:1E.1 ¡ 

Martell y Schwarzenbach 119651 

J\lann1n9a 
Phillips 

Beitts e.t. 

(1961) 
(1966) 

LHiANf•O: El:o1r'1 
Sch~~arz~2nba1:h et. c:d. ( 1954) 

ftas. Sarrna y Ray 11956) 
S•=hwarzenba•=h r;.=;:t. al. (1954) 

L Hl~lillDO: 1-lDP 
Smith y Albert.y C1956al 
Martell y Schwarzenbach 119561 
Arbitrarieo les muy baje.) 

Smith y Albert.y <1965al 

Lifü'.\1%0: PO..,H 
Schwarzenbach y Geier (1963) 
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2.11. OTROS PROCEDIMIENTOS. 

Se utilizó un peso molecular de 480,000 para la H•-ATPasa 

<Schneid12r, et. al. 197':t). Las concentraciones de nt~cle•:•t.i

dos de adenina se determinaron por la absorbencia a 259 nm, 

utilizando un coeficiente de e>(tit1ción mil1molat· de 15.4 

( Cr·c·ss, et.. al. , 19:::::;~) • 
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3. RESUL TAVOS. 

:::1. 1. CONSEFIVACION DE ENERGiIA EN CROMATOFOROS VE _E;_,_t::.i,_1brurn .• 

CARACTERIZACION VE LA RELACION ENlRE LA HIDROLlSlS VE ATP Y 

RECAMBIO mmpi-ArP. 

El ensayo s1mL~itáneo de la actividad ~rPasica y el 

recambio:• ·''"'Pi-ATP o:atalizad•::."'- por- la H·•·-ATPasa d•:;_.8_,. ____ rut•r.J.J.L'l 

e1~ el estado estacionario, muestra11~ t~na velocidad lineal 

hasta los 10 rnin IFig.3. 11 al utilizar corno sustrato MgATP, 

sin embargo sa obs8rva t~na ·fase inicial de retat·do e11 ambas 

reacciones hasta los 3 min. Despt~és de éste tiempo la velo-

cidad relativa de hidrólisis de ATP y de r8cambio 8S ccinstan

te y se mantiene un valor de la relaciót1 hidrólisis/recambio 

de 4 aproximadamente. Es importante observat· que cuando la 

A"íPasa est.~ en t~r1 medio cor1 CaA-rP como st~strato, la actividad 

especifica es 6.6 veces menor que la Mg~-depend1ente~ y tiene 

lttla velocidad lineal hasta los 50 rnin. 

En la figura 3.2 se muestra la dependencia al pH de la 

relación hidrólisis/recambio. Observamos qL~e esta relaciór1 

es insensible a los cambios de pH en la actividad Mg-depen-

diente, 1Fig.3.2AJ. La actividad ATP~sica dependiente de 

Ca::G:· .. IFig. 3.2.BJ cambia linealmente al a~unentar el pH del 

medio, mientras que la actividad de recambio no se altera. 

Así las relaciones hidrólisis/recambio varían 6 veces, de 

1.67 a pH 6 a 10.4 a pH 8.5 al utilizar ~aATP y se conserva 

alrededor de 4 al utilizar ~3ATP corno sustrato. 

La fig1Jra 3.8 se muestt·a el comportamiento de la hidró-

1 isis de A·rp y del recambio 8~Pi-AfP a concentraciones ere-

4·:1 
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FI17;.~{, 1. LA RE::ACClON DE RECAMBIO "'"'Pi-ATP Y LA ACTIVIDAD 
HIDROLITICA EN CROMATOFOROS EN FUNClON DEL TIEMPO. 

Se incubaron cromatóforos 1175 nmoles de Bel) en la oscuridad 
en 1 ml total de una soluci~~ que llRmaremos TS que contenía 
50 mM de Tricina-NaOH, pH 8.0, 1 mM de ADP, 4 mM de fosfato 
de K~ 0.2 M de sacarosa y 2.2x10 6 cpm de ~~Pi/ml en el caso 
d•:;,l recambie• re Aly l>'.10'" cprn de '"'"'-ATP/ml en el cas•:• de la 
hidt·ólisis (QL'.J.>. Mas 4 mM de AlP Y 2 mM de M-=iCl,., (Üe) ó mas 
4 mM de ATP y 3 mM de CaCl2 <b,A_i. A k•s tiempos indi•=adc•s se 
tómó una alícuota de 0.2 ml a los gue se a~adió 10% de TCA. 
La cantidad de ~•Pi formado durante la hidrólisis y de ~•Pi

ATP recambiado, se cuantificó cc~o se indica en materiales Y 
rnét1:1dos. 
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FIG. 3.2. EFECTO DEL pH EN EL RECAMBIO ª 2 P1-ATP Y EN LA 
HIDROLISlS DE ATP. 

La reacción se llevó a cabo en la oscuridad, en 0.2 ml del 
medio TS utilizando como solución amortiguadora MES, MOPS y 
TRICINA, 50 mM a los pH indicados y 2mM de ATP mas 2mM de 
MgCl2 y 1 mM de EGTA ó 3 mM de CaCl2, 1 mM de EDTA • A. 
Actividad M·;:i-dependiente, <Oi hid1·ólisis, ( e l re•=ambic•. 
E:. A•=tividad Ca-dependiente < 6 )hidrólisis, ( A i re•=ambio. 
La reacción se inició a~adiendo ct·omatóforos (35 timoles de 
BCll y se paró a los 10 minen el caso de CAi y a los 40 m1n 
en el caso de IBl,con lüX de TCA. 
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FIG.3.3. CINETICA EN ESTADO ESTACIONARIO DE LA REACCION DE 
RECAMBIO "'"'Pi-HTP y VE LA ACTIVIDA[:o ATPas.ica. 

1·anto la reacción de hidrólisis <A> como la de recambio CB) 
se llevaron a cabo en las mismas condiciones. Se incubó a 
los cromatóforos (35 nmolas de BCI> en la oscuridad, et1 0.2 
ml de la la solución ·rs y las concentraciones indicadas de 
Mg-ATP <Oe l ó Ca-ATP <D.&;, t.o:•rnaclas de •.ma s•:•1'.1ción C•:•ncen
trada de 8.58 rnM de ATP, 7.916 rnM de MgCl2 y 1 mM de EUTA 
<con 340 µM de Mg~•)ó 7.7 mM de ATP, 9.24 rnM de CaCl2 y 1 rnM 
de EDTA ( 340 µM de caz• libre>, respectivamente. La reacción 
se inició a~adiendo los cr·omatóforos y se paró a los 5 miti en 
el caso de la actividad ATPésica dependiente de Mg y a los 40 
rnin en el caso de la dependiente de Ca con 10% de TCA. 
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cientes del complejo:• M9ATP ó CaATP, dc•nde se mantllVO siempre 

una concentración de cationes libres menor a 320 µM en el 

centración de ~lgAl"P es mayot·. ~l recambia alcanza un rnáximo a 

3.2 mM de ATP mostrando una Km de 0.44 rnM. En relación a la 

hidrólisis de ATP y al 1·ecarnbio, d12r"::ndi1:::ntes d~~ ca:.;:-.., la:\ 

hidrólisis mL~estt·a el mismo compot·tam1ento qL~e la hidt·ól1sis 

de MgATP, pero con una actividad especifica menor, mientras 

que el recambio a conce11tt·aciot1es mayot-~s de 0.~60 mi~, 

comienza a inhibirse. Las relaciones hidrólisis/recambio 30n 

menores a concentraciones menores de 100 µ~I de MgATP, con 

valores cercanos a 1, lo que implica Llna conservación de 

energía del AlP hidrol1zado. A concentraciones mayores de 

100 µM de MgA·rp se obset·va un carnbio rapido en esta t·elación, 

lleo;;iandi:1 a un Vt:'\li:1r de !5 c•:in ::1 mM de IY\9ATF'. 

Al utilizar CaATP, el cc~portamiento es diferente, ya que la 

relación hidrólisis/recambio se mantiene constante hasta 

c1:1ni::entraci1:1nes de Ct:'\f4TF' de 560 µM a pat-tít· de la •=1Ja!, le\ 

relación aumenta debido a la inhibición del recambio. -iam--

bién podemos observar l~na relación de hidrólisis/recambio 

menor a 1, a concentraciones it1feriot·es a 18 µM de CaATP, 

debido a posibles contaminantes en los cromatóforos, corno la 

adenilatocinasa o la polinucleótido fosforilasa. A concentra

ciones mayores de ATP a~adido la contribución de AfP formado 

pot· cot1taminantes es despreciable, ya gl~e t.iene Ut) valor 

menor al 3%. Durante la cinética de M9AíP ó CaATP se tomó la 

precaución de llevar a cabo la reacción en un tiempo en el 

cual la ~1idrólisis fl~era lineal y ql~e no més del 30~ del 

!:iü 
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FIG.3.4. RELACION ENTRE LA HIDROLISIS DE ATP Y RECAMBIO ºªPi
ATP. EFECTO DE Mg~· Y caz• LIBRE. 

Lc1s crornat.ófi:•t~c1s (:3~i nrnc1l•=s de BCI J ~-e i ncubarc1n ~n la cis
cw· i dad en medio:• TS en pt·esenc i a de :3 mM do: ~19ATP <O e) ó :3 
roM de CaATP <é.AJ y las •=•:•n•::entra•:icor1es indicadas •:le M·;i'"'• y 
ca~· libre respectivamente. El tiempo de i~:ubación fue de 10 
min pat·a la a•:tivi•:lad M.;¡-d.:-,pe1·1dient.e y 4U min pat·a la Ca
dependiente. La reacción se paro cot1 10% de ·rcA. 
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Se incubaron crornatóforos (35 nrnolas de BCll en la oscuridad 
en O. 2 rnl de solución TS, ::; rnM de M9ATP c1:•n O. 320 rnM de M9.,, •. 
libre, y las concentraciones indicadas de Ca"'• libre. El 
tiempo de incubación fue de lü min. La reacción se pa~ó con 
10X de TCA. Hidrólisis (O), recambio (e l. 
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slist.rat.•:• f1.1era hidrc•l izao:::k• en cada •.me• de lo:::•s Pllnt.os. 

En la fig. 3.4 se muestra el efect.o de los cationes 

en Ja conservación de energía, donde 

podemos observar gue tanto la actividad ATPésica dependiente 

de Mg~· es muy sensible al Mg~· libre, como la actividad 

ATPésic~ dep~ndiente de Ca 2 •· al Ca2 ~ libre. Ambas reacciones 

muestran el mismo comportamiento llegando a un má>~imo de 

en el medio de 320 µM. La 1·ea1:•=i1:1n de r•:2carnb10 rn1J12strc:i 

también el mismo comportamiento en ambas actividades llegando 

, a una actividad méxima a 320 µM de catión libt·e. Er1 cuanto a 

la relación entre la hidrólisis y el recambio, le<. ATF'asa 

muestra un méxj.mo de acoplamier1t.o a cor1centraciones menores a 

100 ~M de catión libre con valores de 2 en la actividad Mg2 ~

dependiente y de 3.8 en la c:a 2 ·-depend1ente. 

Para detin1r si cada uno de los cationes libres usados 

modifican las propiedades catalíticas de la enzima, o s1 

solamente act~an como sustrato al formar el compleJo !tjgATP o 

CaATP, estudiamos el efecto del ca~·~ libre en !a relación 

hidrólisis/recambio dependiente de Mg~ 4· 1~ti1izando ur1a cor1-

cent.ración fija de Mgª• libre de 3~0 µM IFig. 3.51. La acti-

viciad de recambio Mg 2 •-dependiente es completamente insensi

ble al ca~· libre mientras que la actividad hidrolit.ica es 

activada, lo qL~e lleva a ut1 cambio de 2.0 a 3.4 er1 la rela-

ción hidrólisis/recambio. 

Al observar a 1·~ largo de la caracterización de la 

relación hidrólisis/recambio que la actividad de recambio 
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FIG. 3.6. FOTOFOSFORILACION. 

Se incubaron crornatóforos 150 r@olas de BCll en la oscuridad 
en 1.0 rnl de una solución que contenía 50 rnM de Tricina NaOH 
pH 8.(1, 1 rnM de ADF', 4 rnM de f•:•sfat.c• de K, 0.2 M •:le sa•=arosa, 
1 rnM de El) TA, 2. 2 :>.: 1 o·~ cprn d•:: ""'"'F' i y 2 rnM de MgC 12 < O l ó 2 
rnM de CaCl,,,.~ Pat·a empezar la reacción se ilurn1nar•:•t'1 lc•s 
crcomat.óforc•s durante leos tiempos in•:licados. LC< reacción se 
paró con 10% de TCA. 
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FIG.3.7. EFECTO DEL LDAO EN LA ACTIVIDAD HIDROLITICA Ca"'" y 
Mg"'•-DEPENDIENTE EN LA H•-ATPasa DE R. rubrlun. 

Se probare~ los efectos del LDAO en la actividad hidrolitica 
de cromatóforos (400 µg) Y RrRfof 1 C50 µg), preincubando en 
cantidades variables de LDAO durante 15 min a 37"C. La 
solución de preincubación <0.3 ml) contenía 150 mM de sacaro
sa y 5 mM de lris-OAc, pH 7.5. La hidrólisis de ATP se 
inició a~adiendo 0.3 ml de un medio de reaccion (concentra
ción final) con 60 mM de KCl, 50 mM de TrisüAc, pH 7.5, 2 mM 
de ATP, 3 mM de MgCl., e• O. 5 mM de CaCl,,,,"'"'P-ATP (2:d0"' cpmJ 
y l µM •:te FCCP en el cas•:i de cr1:1rnat.óf•:•r•:1s. La t·ea•=ci(~•n se 
llevó a cabo durante 10 m1n a 37"C y se paró a~adiendo lOX 
de TCA. 
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Ca2 ~-dependiente es muy baja, pensamos que el recambio posi

blemente sólo pudiera utilizar como sustrato al l~9Cl2, Pi y 

ADP y no al CaC:l2, pot· lo que estLidiamos la fotofosforilacion 

en 1=rc1rnat.i:~.,fot·c1s de B. . .!..l:~.!.~.~E.~~un., utilizando c•:1mo sustrato al Ca:.:;:!•· 

<Fig. 3.6), donde observamos gL~e la tototos·~orilación depen

cJiente de 1'1·;~··· t.ien·~ una ve1ocidc:-1,d inicial de Vc1=J. 75 moles 

de ATF' sintetizado/mol 8•:1 rnin y 12-1, ca..o~····~d~~pendiente una V1:1= 

1.0 mol de ATP sintetizado/mol Bel m1n. 

3.2. ACTIVACION DE LA HIDROLISIS DEPENDIENTE DE Mg~· EN Rr 

H•-ATPasa POR LDAU. 

Después de haber caracterizado a la AíPasa de cromato

f1:1ri:1s de_fi_!_ _ _l.:.!:!º-.rum ·:,1 al·;iunos d•:= 1.:-s f·a1:tc1rt2'.=, '=l'~'e re9ulan la 

conservación de energia en éstos,como el pH, la concentración 

y tomando en cuenta evidencia previa de estudios entocados 

hacia la regulación de la H·~-A'l'Pasa por medio de activación 

dimos utilizar esta herramienta para estudiar la regulación 

de la actividad J1idrolitica dependiente de Mg 2 + en la H·~-

Primeramente se estudió el efecto de concentraciones 

crecientes de LDAO en cromatóforos y en la RrFo-F 1 aislada 

CFig.3.7>. Se observaron efectos diferentes en la ~1idrólisis 

3.7 rn1Jest1··a 

que la actividad la-dependiente llega a un mé>~imo de activa-

ción a una concentración de L[)AO de 15 mM~ Est.a activac1on 

corresponde a un aumento en la actividad especifica de 2.5 



Tabla 3.1. Relaci6n entre las actividades de ATPasa Mg2+ y ca2+ dependientes 

Actividad Espec!ficaª 

Dependencia 
al cati6n cromat6foros RrFoF1 cromat6foros RrFoF1 

Mg2+ 62 25 190 860 
ca2+ 44 380 156 440 

Mg2+/ca2+ 1.40 0.06 l ._22 1.95 

a -1 -1 Actividad espec!fica expresada en nmol min mg de prote!na 

b LDAO (Concentraci6n 100 mM). Se añadi6 como se indica en la Fig. 3.7. 



Tabla 3.1. Relaci6n entre las actividades de ATPasa Mg2+ y ca2+ dependientes 

Actividad Específicaª 

Dependencia 
al cati6n cromat6foros RrFoF1 cromat6f oros RrFoF1 

Mg2+ 62 25 190 860 
ca2+ 44 380 156 440 

Mg2+/ca2+ 1,40 0.06 1..22 1,95 

a Actividad especifica expresada en nmol min-1mg-1de prote1na 

b LDAO (Concentraci6n 100 mM). Se añadi6 como se indica en la Fig, 3.7. 
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veces en cromatóforos y 2.0 en la'H·-ATPasa aislada. 

La actividad hidrolitica Mg-dependiente de la RrFa-F 1 es 

muy sensible a la presencia de LDAO IFig. 3.781. La activi

dad ATPásica aLmenta de un valor de 26 nmclas/min mg de 

<muy baJo respecto a la act.iv1dad it1icial Ca-depen-

diet1tel hasta t~n valor de 900 nmolaslmin mg de proteína, a 

vec~:r::s. En la tabla 3.1. se muest.ra la relac1on entre la 

actividad ATPés1ca dependiente de Mg~· y la dependiente de 

especifica mayor al L~tilizar como sustrat.o al CaATP, mientras 

qL~e en ~)resencia de 100 mM de LDAO éste compleJo soluble 

cambia la relación de ü.06 a 1.95, indicando qL~e el detergen

te activa predominantemente la actividad Mg-dependiente. 

En la figura 3.8. A y 8, se muestra que el LDAO cambia 

la respuesta de la enzima al Mg2 ~ libre, tanto en cromatófo-

En presenc i º' de Lf•AO hay 1.in awnent.o 

répido en la act.1vidad de la RrFo-F1 cuando se incrementa el 

M·:.:1 2 ... libre, a o. 02~~ rnM. En ausencia de det.er9~2nt.e éste, n.:1 se 

observa. A concentraciones mayores de 0.025 niM de Mg 2 • 

libre, la actividad de la RrFa-F1 disminuye. La 0<ctividad 

Ca-dependiente t10 es modulada por ca~·~ libre en la RrF 0 F1 

sohitole, ir·1dependient.o;am•2nte de la presencia de LVAO en el 

medio !Fig.3.9 A y Bl. [)ebe de ser notado que el LDAO 

está secuestrando al ca2 ·~ libre ya qLle cot1centraciones ere-

cientes de Ca2 + no i1·1terfieren con la habilidad del LDAO para 

activar la hidrólisis Ca-dependiente. Ademé& d~ que se al-

canza la máxima actividad hidrólitica a la misma concentra-
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FIG.3.10. CINEí!CA EN ESTA~O ESTAClONARIO DE Mg-AfP y Ca-ATP. 

Los cromat.ótot·os l50D 
muestran en !AJ y 1Cl 
prese~=ia de Mg-~TP 

µ9) .:::r1 pre·:;:.~::-1·1c1c- de M·;i-tfíf' y (:3-AlF-' :-::.12 
r·~=:F·•?Cl:.i v2m.2nte. y l~:rFoF, ('51) pg¡ er. lo.. 
y C.:;..-i'~lP i::n ~E-:> .}, ~1 1 •1 rt?':.:F't?•:t.iv.::-.rn.::~t·1-t:.1:=:-. 

T,;i.ni:.•:1 lo·:: i:t·.::i1t1~~t..:1f 1:•ro:.: ,-_.:1Jf1ü .::n F:1·fr.i-t= 1 ~1~ pr1::1n•.:1.~!=-·'~.r1:1n duréo.r,
t.e 1:1 rn1t·1::. ~ ... -~ .... ( i::-:r, U.~; li1l (-i•::. l':.•(; rr·fr1 ::~.=~.1::-,::-~·i:r:..d .•. _1 rnM •J·~ lt··i~·-
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::.::~ i~·11c10 1"'.'•·.ir: 1). :·_.,_ íi1i ·-j~::: 1~r: r1"·~1"j)(• ·::': t·c-~~.:.··l ·~in ·:::i:_~~:- 1::-~·r·~_,_:_,·1) 2 

l : ~~. \.) 

ct·o111?t~0f01·( 1 ~ 6 Rt·f:1·1·F 1 r·11) t1·~i-~do~. 
l•:•'~ •:r>:•l1;c• l .. .:. f .::.r •:•::. 
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obtenida por medio de otro detergente zwiteriónico~ el CHAPS 

13-113-colamidopropil-dimetilamonio)-1-propanosulfonatol. En 

esta caso al LDAO también activa la hidrólisis da ATP 

<Fi9.3.11). En el segl~ndo sistema solubilizamos la RrF1 a 

partir de un extract.o de acetot1a, para poder comparar con 

otro sistema Pl~rificado en ausencia de detergente. La acti-

viciad hidrolitica Mg-dependiente tiene un rnéximo de act.iva

ción a L~na concentrac1on de LUAú de 5 mM. Esta actividad se 

incrementa 4.5 veces, de L~n valot· de 45 hast.a uno de 206 

nmolas/min rng. La actividad hidrolitica Ca-dependiente es 

inhibida <F i9. 3. 12> . 

Una forma da probar si el LOAD estaba afectando el 

mecanismo cooperativo entre los sitios catalit1cos de la 

estudio de la catálisis de un sitio en la actividad l1idroli-

tica Mg-dependiente , en la RrFo-F 1 aislada. Ya que la velo

cidad inicial de la catélisis de un sitio en la Fi de bacte-

<Tc•rnrnasino y Capaldi, 1-:i:::s; Crc•ss, et. al. 1982>, es posibh: 

determinar la catálisis de un s1t10 en intervalos de segun

dccs. Al cc1nc11:er que la actividad ATF'ásica de B..!..,_ ... __ t:~-:.~J2.!.::..!:dfil es 

menor que en mitocondrias, pensamos que también lo set-ía la 

catélisis de un sitio. Los resultados se muestran en la 

fi9ura 3.13. El deter9ente aumenta la fase inicial de la 

catélisis de un sitio. 

3.5X10- 3 mol Pi /mol RrFo-F1 sec y en aL~sencia de LDAO de Va= 

5.5x10- 4 mol Pi/ mol RrFo-F1 sec. Esto representa un aumen

to en la velocidad de 6.3 veces al a~adir LDAO. 
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FIG.3.11. EFECTO DEL LDRO EN RrFa-F1 SOLUBILIZADA CDN Q~APS. 

El extr~cto de CHAF'S se ~·1·epat·ó a?,ad1et·1do ü.bX de CH~~~·s B ut·1 

v1:1l1.~1ilen t'J•.~é-1 d•2 ct·oma.t1:.fi:1ri::1-=: •,·:..; m·_.:i F·r·oti~inc:~/rnl) t ~=-·~u·~r:-~2nd1-
1~0 m~! ije s~~~t-os2~ 5 ínl~ de 1t·i~-O~c, 
1 mi'1 d(:~ ,;re. t . .::i. rf.1::-··:1.:lc.. '.:.·::: 1>=ntr·1 fu.:~<· 
t·¡::·1f1 ~n 1.~1·1 r"(1t_.1:1r [;•;;;•.:~·.u1::-n ~d) ·11. f_j 
r.~·r"·~ .:-_.] ,::'"~11·~:..~>'·=·· ::.i:.. ::i.f11_-:1~l:·::\t·,.:_(n ~~.(1 P·? de: 

pH 7.'5, 

~·t·.:it..1?::í.t~E- >::( .. •1°1 ..:···-·r1•:,·:,;.11~t :·~·::..~1··:~ ·:::~ cr-~:,.:·:t·~t1t.1:.:.:: 1.-:P;· Ll.1r1Ct ;..' -::1:: r;;]•:i11~1 
la r11•:1r;:111·:: 1 -- ,_¡.:_ t'-:fF· ·.:!-::.,:· .. ~_1·1 .. -:i1c:r1;_.·:: d.::- !'i·::.~; ,_,.:_i1í1·:• i:?:1·, 1-::. f1·~:i1.J1·:~ 
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FIG.3.13. CINE11CA DE CAlALISIS DE UN SITIO. EFEClO DE LDAO. 

Se preincubó RrFo-F 1 (2.23 µMJ en 0.3 ml con 150 mM de 
sacarosa, 5 mM de l1·is-OAc~ pH 7.5, m~s 10 mM de LDAO dot1de 
se indica. La reacción se inició a~Bdiando 0.3 ml de un m8djo 
de t·eacción cot1 Cconcet1tt·ac1ón fin~l) 60 n1M de t~Cl~ 50 n1M de 
'fris-OAc, pH 7.5, 0.370 µM Mg-ATP, 1 mM H~Po4 aJU5tado a pH 
7.~ con sal de lris, y 12 µl de J

2 P-AíP con 5000 C1/nmol 
<2.7>~10.,. c:prn/rnl). La r..::-accjéin ·::;:.e pat·ó a li:1s t.1ernp•:•s indica
dos con 10% de TCA més O.G6 mM de AlP. La velocidad de 
hidrolis1s de A·rp se 9raf1có en ft,nc1~1 n del ti8mpo tsegtindosJ 
Y la velocid~d it1icial ftie cslct~l~d~ (j~ é~.t-a g1·af1ca dJDujar1-
d·:• una. t.2.n·J~:nt·~ ~'. 1 a i.:urv¿-1. 1?;:1·1 los ¡:.1.inti:rs. 1n•:121.li:-:·:=. de la 
·;u-áf1c:--t. (l.11:-·:=.1:rito er1 t~Jis1.~ ·~=t.. 31.~ l";t'.::4J. 1,()J Fü·F.:1F 1 tr.:"""\ta.d.::.. 
c1:w1 Lf1!4(t, (Ü) r:.:r·f-.:1F 1. -:::.in t1·.~.t-Bt-. 
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4. VISCUSION 

Una característica esencial de la H·~-A·rPasa en bacterias 

totosir1téticas es que dentro del metabolismo de la bacteria 

se encL~entra en estado activo s1ernpre en dirección de sínte-

sis de ATP, mientt·as que la actividad hidt-olit1ca es sumamen-

te baja aún en condiciones no fis1ologicas, como en pt·epara-

ciones de cromatóforos o en la H·•·-ATPasa purificada. 

ahora todavía no se conocen los mecat1ismos de su regulaciónª 

En el caso de mitocondrias la expresión de la actividad 

(F',:;,dersen 

et.. al., 

c•:1li e>~iste evid12n•=ia de •:¡u~:.::: est.~n 1·e·:iulc:1di:•s pi:.r la st.1bunidad 

e, aunque todavía esta en debate <Dreyfus y Satre, 1984) 

4. 1. CONSERVACION [.•E ENERC1IA EN CR01•1A-rOFOROS> DE R. __ !:.~QE . .'dfü• 

La medición de la velocidad relativa de las reacciones 

parciales de la sir1t.esis de ATP, corno >.d t·ecarnbio -''·"Pi-Al F' y 

la hidrólisis de ATP nos da11 ur1 bt~en índice de la conserva-

ción de energía durante el ciclo catalítico. La reacción de 

recambio ~2F'1-ATF' implica la hidrólisis de AíF' (pasos 1 a J, 

fig. 4.ll y la reincorporación de los productos de la hidró-

lisis, ADF' y F'i, para sint.et.izar nuevamente AíF' (pasos 3 a 1, 

fig. 4.1), utilizar1do la enet·gia generada por- la misma hidró-

l. is is. l~a relación entre el ATF' hidrolizado y el 3~Pi-AIP 

implica l~n óptimo de conset·vaciót1 

de energía por el sistema. 
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1 
1 _ _, 

~iATP 
E::E<:...-_\_,,__ __ ~> EoATP 

1 

ADP 4 2 

EOADP-~<-3-(..,...--~> EºAOP 
ºP't Pi 

FIG. 4.1. MECANISMO [>E SINTESIS [>E ATF'. Me•:anisrno:• basado:• en 
el propuesto por Boyer 119731, donde se muestra una vuelta al 
ciclo catalitico. 
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FIG. 4.2. ESQUEMA ~EL CICLO CATALITICO EN LA HTPasa UE 
é~! .. t:..'z~Jdt:~-.iffi· El esquem?. mue=:t1·a ur·1~ \/U1~l t<; 8.l el i:l•:, cat.al i t.1.:0, 
en el cual pt·opc1ne100s qu~ e.~1Etet1 dos est.ado~ ft~t1cjcir12le~ de 
la HTP~s.a, :t.E y E.. re91_(l¿"'dc:~d1:1:s J:.•ür 1~ c 1:1 r1Cr?rttt·~u:i1:1n ,je_ 

n1Ai:!'=:-ót.1ckr~. i::::n (~l rn1=dio .. \1'i:21- 1?.:::.F•l 1c<B.c1ón ~n ~.=:1 t~::!':::.1:1:1. 
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4.1.1. REGULACION DEL CICLO CATALITICO POR SUSTRATOS. 

[l1.u·a1·1te el •=iclo cat.alít.i•:C• rnc•st.ra•:lo en la f¡.;;J, 4.1., la 

ATPasa de E;_,,_.r·1.1bt".':dJ!l 1.it.i liza cc•mC• s1.1strat.c• preferentemente al 

M•;:iATF', pet·c· si s•:olubi l 1zam•:•s a la ATF'asa, hid1·01 iza pr·=·fen;n-

t.ernent.e CaATF'. 

papel er1 la conservación de energía se desconocen. Al at1ali-

zar lo~ resultados de la cinética de MgATF' y CaATF' en el 

estado estacionario~ tanto et1 la hidt·ólisis de ATP como en el 

ct~rva d1~ la relaci•:•n hidról isis/i-,~carnbiei dependiente d~2 

Mo;:iAlF' tiene una forma si .. :irno1dal, lo que su9iet·e qtie la 

RrATPasa está regulada an1pl1amente pot· la concentración de 

menores de 32 µM de MgATF', 

tiene valores cercanos a 1 y qlle a partir de ésta concet1tra

ción hay un incremento rápido en la relación pensamos que 

posiblemente existen dos estados f1Jncior1ales de l~ enzima~ 

los cuales no podemos explicar tomando en cuenta el ciclo 

catalítico de la fig. 4.1. ya que es demasiado simple. Pro-

ponemos un nuevo esquema en el cual se incluyen los dos 

estados funcionales de la A"íPasa que designaremos como *E y E 

<Fi·:i. 4. 2.) Las características principales de este ciclo 

¡:d La ATPasa fudrcol.1za 1HP lent.arnent.>2 (paso:o 1 a 4) al est.ar 

en un medio con concentraciones bajas de Al"P en el medio, 

provocando la act~mulac1ót1 de! estado funciot1al ~E. 

y el recambio tiende a t~no, ya que esta accesit•le ésta forma 
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para participar en la reacción contraria (paso 4 a 1l. 

e> La conversión de *E a E (paso 5) se favorece al et1contrar-

se en un medio con L~na concentración de ATP alta en el medio. 

Al favorecet·se esta torma se it1crementa tanto la hidrólisis 

que de 5 molécL,las de A·rp hidrolizadas sólo una es capaz de 

Estos resL~ltados son similares a los obtenidos en la AfPasa 

de ca~· de ret.iculo sarcoplasmico, 1=on la cual se ha demos-

tracio que la secuencia de reacciones del ciclo catalit1c·~ 

inclL~ye dos estados· fL~ncionales de la et1zima E y =~E, con 

actividad en dirección de ~1idt-ólis1s o de sintesis, res-

pect. i v c:"rnente ~ Estos estados se pueden inducir variat1do las 

concentraciones de ATP e11 el medio CCarvalho e·t .• alu, 1·:06>. 

La relación entre la hidrólisis y la síntesis se acerca a la 

1..w1idad 1=c•n cc1ncentt·acicir1es baJas de Hl P. F'c-1~ cada rnc•lé.ci.~la d1~ 

Pi liberada di..~rante la f1idrólisis, una moléct~la de *E esta 

accesible para participar er1 la reacci6r1 cor1traria 1 dirigida 

hacia la síntesis. Al ut111zar concentraciones altas de ATP 

se favorece la conversión de *E a E, 

cidad da hidrólisis y disminuye la de síntesis. La activa-

ción máxima se alcanza en la Al.Pasa de retici..~lo sarcoplásmico 

con una concentración de A·rp de 5 a 10 mM donde se hidroiizan 

de 20 a ~O moléculas de ATP pot· cada una sintetizada <Carva-

lhoat..al, 1976). 

En cuanto a las actividades dependientes de ca~·, 

vamos que la relación hidrólisis/recambio se man·tiene en 

niveles muy bajos y aumenta répidamente debido a una inf1ibi

ción de la actividad de 1·ecambio por medio de (:a~+ libre, ya 
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que las concentraciones usadas son inhibitorias como v~remos 

mas tarde en el inciso 4.2.2. 

4.1.2. ACTIVACION DE LA ATPasa POR LDAO. 

Una fot·ma d12 dist1n91Jir los 1jos •:::stados 'fu1·1c1Qnales 

de la H·-A·rPasa propuestos, seria act.iv~ndola por medio de 

al•:iún tratamiento di ·fet·ente ct la conc•2nt.1·acii:~:in de 1·r"l9(-4TP, lo 

suficientemente sencillo para manipular Llno u otro estado. Ya 

·:i1.1e la H··-r~TF·aso1 .je B .•.. __ .t..:~'1t·.t.:~,.ll'L. está su_¡et.01 a eficientes 

mecanimos regulatorios y que Sll estt"L4Ctura es muy parecida a 

la de otras H·•·-ATPasas decidimos utilizar al detergente LDAO. 

Recientemente se han utilizado ciet·tos detergentes que han 

dado información importante acerca de la regulación de la 

catélisis de la HTPasa en cloroplastos <Yll y Me. Carty, 1985; 

Pick y Bassilian, 19:::2; F'i•:k y Bassilian, 19:::1), en ~-~·-·=•:di 

<Lót.s•=f·1•=r et. al., 19::::4J, en rnit.c•condt·ias (Vaz.;:¡1.i-::;~-Laslop y 

Dreyfus, 19:::61, en la bacteria terrnofilica F'S3 CNorling et.. 

al, 1·:..:36) y en fl, __ r.!,ill.n:!m (Sen;;, •:t. al., 1·:0:::, L<reyfus y Mo:•nt.,,

ro-Loroelí, 1986 y Montero-Lornelí y Dreyfus, 19:::71. 

En el caso de mitocondrias V~zqL~ez-Laslop y Dreyfus, 

(1986) postulan que el LDAO tiene un efecto act1vador en 

MF'1 con un alto contenido de inhibidor. Este detergente 

activa a la hidrólisis de RTF' al suprimir la acción inhibi

di:•rél de li:t. prc•t~:=ínc, inhibidot-a naturc:i.l ~ mientras que en !;_!_ 

1984; Yu y McCarty, 

1985) se postl~la qLte la activación por deter·gentes se debe a 

la liberación de la ac•=ión inhibi1jot·c1 de la subunidad e, 

aunque también se obset·vó en los trabajos anteriores que el 
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LDAO y los alquilglucósidos estimulan la hidrólisis de ATP, 

independientemente de la presencia de la subut1idad e en 

cloroplastos o de la proteína in~1ibidora en mit.ocondrias. 

It1icialment8 estlJdiamos el efecto del L.DAü en la act.ivi

dad hidrolítica de la H·t-AfPasa de esta bacteria fotosit1téti

ca. Encontrami:is qu•: el LL.•fiü ·~·:; capr::,z 1j.2 t~st.imulc:11· lci t:ict:i.vi

dad l~g-A.íPasa en cromatófcros y en RrFo-F1 soluble~ alcanzan-

también otros tratamientos clásicos G·a1~a activar a la ATPasa 

mitocondt·ial, como el calor y la tr1ps1na qtJe son activadores 

i tTeversib le•,;, llamados asi pat·que desptJés de ·tratar a la 

enzima con éstos, en al~senc1a del efecto1~, la actividad 

De éstos act1vadot·es ninguno es 

capaz de producir una estimulac1ón como la del LDAO en la 

sino que al contt·at·io it1l11bet1 la activi-

dad ATPásica. En base a estos datos decidimos utilizar al 

LDAC1 ya que es un sistema de activación de la ATPasa con el 

cual podemos distinguir fácilmente entre los estaijos ;f:E y E 

prop1.~est.c•s. 

4.1. 2, 1. CONVERSION DE Lf.\ f.\CTIVIDf.\L• Ca"·• "' Mg"'·•·-DEPENDIENTE 

EN RrFaF1 y RrF,. 

Un hecho interesante es que el LDAO estimula preferente

mente la actividad dependiente de Mg~· en la RrFoF 1 soluble, 

lo que incrementa la relación entt·e las actividades de ATPasa 

M•;i:;;:: ... y Ca:;_:.,. d~~pendientes, d~= 1). 06 ¿:, 1. 95. Esto s19ni fica que 

la dependencia al Sl~strato de la Rr~oF 1 soluble cambia de Ca 

a Mg dependiente en presencia de LDAO~ comporténdose igual 

que dentro de la membrana. Este mismo cambio et1 la dependen-



cia a cationes se presenta también en la H•-ATPasa de cloro-

plastos tratada ce~ detergentes <Yu y Me Carty, 

y el 

19821 estimulan la 

Ca-ATPasa~ encontt·amos que el LDfiO t.iene el mismo efecto en 

Rt·F,_, pero en el complejo Rt·Fa-F1 es capaz de estim~~iar 

ambas actividades~ posiblemet1te deb1dc1 a la pt·esencia del 

canal Fo en la preparación y r10 ~ la presencia del detergente 

se observan los rn1smos r·est~ltados. 

4.2. REGiULAC:IUN VEL ESH\f:.O FUl~ClUl~AL E Y J)E Rrf'c.F ·L IKT1VAN4 

CON L.DAO. EFECTO VE C14T101\JE:S LlBRE.S. 

A partir de est~~ios previos del control de la RrATPasa 

se indica que la activa1::i1:1n por luz es dependi~~nt~~ de 11·19.:;:: . .

del medio en cromatóforos previamente int11bidos poi- altas 

c1:inc~:nt.raciones d~~ FCCF' y Mg;;::: .• 1. ibt"(~ y de estudios en partí-

culas st1bmit.ocondt·iales donde rnL~estrat1 qt~e a concentraciones 

relativamente altas de Mg~·~ la proporción de hidrólisis en 

relaciót1 al recambio es varias veces m's ba.Ja que a conc~n-

probablemet1te d12bido a cambios en 

las caractet·isticas cinéticas de la et1zima (Górnez-Puvou, et. 

éd., decidimos estudiar en la RrArPasa el efecto de 

los catiot1es divalentes et1 la conservación de energía y en 

la act.ivaci.ón F":or- LN.\O. 
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4. 2. 1. EFECTO DEL M·::;i"'+ UTILIZAJllt>O COMO SUSTRATO MgATP. 

la relación hidr-éolisis/recambi•:•> el Mg2 ·• libre •=arnbia la 

habilidad de la ATPasa para catalizar la hidrólisis Y el 

recambio en el estado funcional E de la A·1·Pasa, ya ·=iue esta -

mos utilizando concentraciones de Al"P-catiór1 de 8 mM gl~e 

favorecen este estado. Al aumentar el Mg~·~ libre, al cont.ra-

et. Ctl. ·~ 1983) la t·eiación entre estas dos reacciones aumenta 

de 2 a 6~ al vat·iar la concet1tt·ación de Mg~· libre arriba de 

1 (1(1 µ/'1. 

Al ~valuar el efecto del Mg~·~ en cromatóforos y RrFoF2 

tratados coti LVAO, encontt·amos que éste sólo regula a la 

cuando la fridrólis1s se er1cuentra estimulada con 

LDAO. Los datos ar1teriores sugiet·eti que sólo al activar a la 

enzima con LVAO o concer1tracior1es altas de MgA·rp~ el Mg~+ 

libre puede jugar un papel como 1·egL~lador. 

4.2. 2. EFECTO DEL C;:1"''' LIBFíE UTILIZl-\Nf.•O CCll•IO SUSTRATO CaATP. 

El ion Ca2 ~ modifica la relación hidrólisis/recambio de 

la misma forma qtJe el Mg• con su sustrato correspondiente 

ATP hidro!izadas por una recambiada, lo qL~e podría sugerir 

que éste ca·tión no favorece el estado flJncj.onal *E de la 

figura 4.2, al ~10 ser capaz de conservar una relac1ót1 hidró-

lisis/recambio baja, o que el Ai)P, el Pi y el Ca 2 • no son 

utilizados como sustrato para la sintesis de ATP. 

al efecto de éste cat1on en la enz1íl1a tratada con LDAO no 

encontt·amos los mismos efectos que las observados anterior-



lo que sugiere que posiblemente sean otros 

los mecanismos los que activen a la ATPasa tratada con LDAO, 

dife!rentes a los que favorecen la forma E. 

4.2.3. EFECIO DEL ca~· UTILIZANDO COMO SUSTRAl"O AL MgAíP. 

Para poder discernir entre el papel de los cationes en 

general o de un sólo catión como el l~g· et1 la regulación de 

la conservación de enet·gía, probamos el ·~fecto del ca~ 1• 

1 .. ~t i 1 izando sustra~~ al MgATP. variar las 

concentraciones de 1~a~··· libre observamos ·~l1e éste r10 modifica 

de la misma forma qu~~ el Mg~·· al ciclo catalítico~ ya que 

sólo es capaz de estimular a la hidt·ólis1s~ mientras que el 

recambio no se altera. Estos re~Llltados r·eft~erzan la 

proposición de qt~e el ca·• libre es incapaz de est1mtllat· la 

acumulación de la forma ~:E para que se lleve a cabo la 

reacción de r·ecambio. 

4.2. ACTIVACION DE RrFaF,. MODIFICACION DE LA 

ENTRE LAS SUBUNIDADES. 

INTERACCICIN 

Aparte de ur1 cambio cc1nfot~rnai:101·1a1 en la F:t·Fo-F 1 c:~l 

estimularla en presencia de LDAO, también podemos considerar 

cambios et1 parámetros cinéticos como la afinidad por el 

sustrato ~~ATP y en la velocidad méxima. Estos cambios no 

los observamos a! evaluar !a cinética de MgATP y CaA·rp en la 

relaciór1 hidr6l1sis/recambio~ El inct·emento et1 la actividad 

hidt·olítica de la RrF.,,-F 1 activada con LD!~U, podt·ia ser 

explicado po1· un cambio en la interacción de las SL~bunidades 

cat.alít.i•=as ~3 y 1:(, i:1 pQsiblernente c1:1roo s.e ha d¡.2s.1:ritc• en g~ 

•=o 1 i tratada cc1n LDf40 ~ rn•2d i ant.~2 un CE110b i o en l i:-1 1 nt•:=!t· acción 
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entre By e ILótscher, et. al.1984), 

resultar eti la abolición de la cooper·atividad entre sitios. 

Otros datos interesantes de la literatura que apoyan el 

cambio en la interacción e1itre las subunidades pot· medio de 

capaces de convertir a la F1ATPasa de la bacteria termofílica 

en labil al ft·io 11\Jorlln·;:i .. 1·:¡:31)). 

ciones estudiamos la catálisis de un sitio~ 

muestt·an ql~e el LDAO la it1crementa casi pot· un orden de 

magt1itud, (de L~na velocidad it11c1stl de 5.5 x 10-~ ~1asta 3.5 x 

10- 3 mol Pi F•or mol RrFoFl por segut1doJ lo qL~e PL~ede set· 

explicado por el cambio p1·opuesto, al abolit· la interacción y 

caso. Estos datos no los podríarnos it1clL11r dentro del esquerna 

prc1puesti:1 ya que nc1 se mues..t.1·an los mecan1smc1:.; coopert:1.t1vos. 

El hecho de que los factores estudiados 1jL~rante éste 

MgATP y activadores como el 

LVAO, tengan efectos similares et1 la conservaciór1 de ener·gía 

drias, sugiere que el mecanismo de catálisis de la ATPas& es 

un fenómeno general, al~nque la e>,istenc1a de d1vet·sos par~me

t.r1:is de regl~lac:iór1, c:c.mi:• son ~zl t;q1.~il:i.brio termodinámico 1:jel 

gradiente de protones a través de la rnembrana~ 

deos, •21 Pi, los cationes divalentes, la et1erg1zación de la 

de la H•-ATPasa, 
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surgiendo estos parémetros~ teniendo mayor o menor eficiencia 
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