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\ RESUMEN

En los ¥ltinmos &iios, el interes por conocey el
recenisr.o de ls sintesis ae ATP ya sea en clororles
tos como er mitocondrias, he sido el centro de eten
cién de las personas gue se dedicsn a la bioenergé-
tica o a la biofisica y sun no ha sido posible dilu
cider cuzl es este, muchos son los métodos gue hsn
sido emplezdos en esta spesionante tarea, pero uno
de los mé&s interesentes es el entrecruzamiento de -
proteinas de membr:nz zsfcomo de ies subunidades de
las ATPasas, este método se cesa en poner a tuncio-
rnar & le ATPssa ern presencia de dichos reactivos ¥
se obtiene como cornsecuercia un tlogqueco parcisl o -
totel de la sctividead de les rroteinss involucredas
en este proceso, entonces se sstudia cusl o cueles
son los procesos afectzdos como consecuencia del --
entrecruzemierito gue se originé y entonces es posi-
ble dilucidar la funcién de las proteinas de membra
na zs{ como poder decir cual o cuales subunidades -
de la ATPesa esten involucradss y entonces poder te
ner un panorama de los scontecimientos moleculares
de le sintesis de ATP, en el presente trabzjo, se
emplezron N-derivados bifuncionales de maleimida —-
como reactivos de entrecruzamiento entre grupos -SH
de 1ss diferentes protefnas, y en bese a su capaci-

éded de irhiticiérn de'les diferentes furiciones estu-
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diadas, se puede saber que moléculas son las que
rerticipan en este por demas interesante proceso
y &l mismo tiempo se puede saber-si actden o no
otres protefnes de nenktrens en le sintesis de --
TP, es{ como seber que distuncia eciste entre -
los grupos -SH de lss proteines involucrades en
estos procesos, ya gue estos N—de{ivados Ce m&-
leirida que se emplesron tienen la cesracteristica
de tener diferentes distencias entre sus dos --

centros resctivos,
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INTRODUCCTION

Fotosintesis:; enlace entre dos mundos. Quizéd
sea esta la uUnica meanera de describir a este maravi
lloso proceso por medio del cual el mundo de lo ina
nimado cobra vida. Frivilegio de lss plantes ver-
des gue solo es compartido por algunas bacterias y
algas, la fotosiIntesis hace acto de presencia cada-
dfa en el momento en que los rayos del sol iluminan
el gran e infirnitamente variado mundo verde que sos

tiene la vida del planetz Tierra.

Fero a pesar de gue el fenémeno de fotosInte-=-
sis ha msntenido con vida a la Tierra desde sus més
remotos origenes, fue hasta que J B Van Helmont - -
( 1577 - 1644 ) con su experimento con el sszuce, —-
llegara a su celebre conclusién, de la cual deseo -
hacer memoria Y asi 75 Kg de madera, corteza y - -

raices fueron formsdes exclusivamente por agua”™.



Si tien es cierto que su conclusién fue equivo-
cada, también es cierto que fue el primero en probar
la idea de que las plantas se alimentan de suelo y -
agua, y por lo tento merece llevar el eredito de ser
el fundsdor del estudio de la fotosIintesis ( 1 )., -
Afios mds tarde, Joseph Friestley aparte de descubrir
el oxigeno, prueba gue un volumen cerrado de aire, -
eggotado por una tujia en comtustion, podia restaurar
se mediante una ramita de menta en el periédo de una
semanz, de modo que podfa soportar neuvesmente la —--
comtustiorn. de la bujifa, y llegé a la conclusién de -
gue las plantes desrrendian oxigeno, por un proceso-
que parecia ser inverso al de la respiracidén de los
animsles, pero é1 nunce asocidé este hecho & la pre--
senciz de la luz, proceso que pocos afios des;ues des
cibrié Jen Ingenhousz, quien &demds agsocié por prime
ra vez este fendéme:ro Unicamente a las plantas verdes
de las rlentas, Estos studios se vieron reforza--
dos corn el descubrimiernto de Jean Senebier ( 1742 -
1809 ) quien en 1782 encontré gue les plantas absor-
ben 002 de la atmosfera, y con los experimentos de -
Nicholas Szussure, gquien en 1804 demostré experimen
talmente que el agua tamtién estaba involucrada qui-
micamente en la nutricién vegetal ( 2 ). En 1845 -
Roter Neyer, 3 &fios despeues dé enuncier el princi--
pio de la conserveciébrn de le energia, férmulo la ——

esencia del proceso fotosintético en los siguientes



términos, " las plantas son capaces de absorber ener

gla pero no de crearla" .

Afios despues en 1880, Engelman descubre gue los
responsatles del desprendimiento de O2 sOn unos cor-

pusculos que shores llemamos cloroplastos.

De agul ern adelente el estudio de la fotosinte-
sis se estancd. En este periodo privé la idea de -
que el oxigeno producido en la fotosintesis es debi-
do a la fotbélisis del 002, siendo su Yltimo defensor
el genial bioquimico glemen Otto Warburg, quien por
otro lado en 1920 reslizé el descubrimiento fundamen

tal de gue el slga Clorella pyrenoidiosa erz capaz -

de desprender 02 con la reduccidén concomitente de —-
N03+ a NH4+ cuando no se gnadis COZ' Sin embargo -
como el era un defensor acerrimo de la fotolisis del
CO2 y, interpreté la reduccidén fotosintética del ni--
trato como el resultedo neto de su reduccién en la -
obscuridad por carbohkidratos celuleres, seguida de -

la escisidérn en la luz del COZ resultante de ecuerco

con las siguientes ecusciones:

NO3H + 2(CH20) ——————————— > NH3 + 2CO2 + H20

. luz .

2C0; + 2H20 S > 2(CH20) + 20,
clorofila

) luz

NOBH + HZO --------------- > NH3 + 202



Un avance vertiginoso en el esclarecimiento de la

fotos{ntesis ocurrié en 1931, cuando Van Niel demos--

tré que la reaccién bdsica de la fotosIntesis no era -
la fotélisis del 002 , Sino la fotélisis del agua que
en las plantes superiores resultaba en la formacién de
poder reductor y por consiguiente en la reduccidén foto
sintética del CO, v la del N,, 1ss cuales debian tener
lugar més tarde en otras reacciones gue no dependfen -
de la luz, esto es, en reacciones obscuras. Las ideas
expuestes en la hipbtesis de Van Niel recibieron mds -
tarde un fuerte apoyo experimental cuando Hill en 1938
obtuvo prepsraciones de cloroplestos que catalizzban -
en lz luz la reduccién de sales férricas y otros acep-
tores de H,, de scuerdo con la siguiente ecuscibn ,

( hoy universeslmente conocida como reaccién de Hil) .

A + H20 ------------------ } AH2 + 1/2 02
clorofilea

Focos afios mds tarde Riten y Kemen demostraron -
mediante el uso de isétopos que el ox{geno produci-
do en la fotosIntesis provenia del sgua. Asi, el ==
agua oque a partir de los experimentos de Van Helmont
comenzé teniendo un perel preponderante en la nutri--
cién vegetsl y gue durante siglos qued$§ reducida a un
rapel secundario en la hidratacién del CO,, finslmen-

te ha vuelto a ser de grazn importancia en todo el pro

ceso fotosintético ( 22 ).



En la fotosiIntesis, tal .y como sucede- en las
rlantas superiores, el C02 es el ‘aceptor final de
los electrénes generados ﬁor la luz absérbidé, pe
ro en la reaccién de Hill, estos eran intercepta-
dos por un aceptor ertificial de electrones y, por
consiguiente, no llegabah al COZ‘ Es en 1951 --
cuando tres grupos de invegtigadores descubren -—-
qﬁe el NADP' (constituyente. normal de los cloro--
plastos) podfia substituir a loé reactivos artifi-
ciales de Hill como aceptor electrénico. Méds --
tarde, en 1954, D.I kirnon, M.B. Allen y F.Ek.Whea-
tley, descubrieron gue cloroplastos aislados en
presencia de ADP y Fi eren capaces de sintetizar
ATP, llegezndo 2 la conclusién de que la sintesis
de ATF eraz el mecanismo principal por medio del
cual se conserva la energisz luminosa absorvida -

( 2 ), pero sun faltaba poder explicar el mecanis. .
mo por el que el ADP se fosforilata g expensas de
la luz y de Fi (fotofosforilacién).

Para explicar este mecenismo, existfan dos -
hipétesis: Le primere sugerfa un acorlamiento gui
mico entre la cadena transportadora de electirones
y la sintesis de ATF y la segunda, sugerfa un -
acorlamiento conformacionsl,

En bese a esto, todos los investigadores se
dieron & la tarea de identificar al compuesto res

ponsable del acoplamiento de- la fotosIntesis, - -



hasta que alguien puso un alto en el camino, siendo

el Dr Peter Mitchell quien en 1961 postuldé la hipé-

tesis de zcoplemiento quimiosmético. En esta hi--
pétesis no se postula la existencia de ningunz ma--
quinariz molecular en la gue el flujo de energfa --
procedente de la luz o de alguna oxidacibén se accple
a la sintesis de ATF, en su lugar el papel crucial
lo desemperia una membrana que separa las dos regio-
nes del clororlesto ( 18 ).

De scuerdo con lz hipétesis de Mitchell se de-
duce gque la generacidn de una diferencia en el po—-
tencial electroquimico dentro del clororplasto poé -
algin medio distinto de la iluminacién resultaria -
en el esteblecimiento de un potencial cepaz de gene
rar ATF, lo gue demostraron Hind y Jagendorf en el
efio de 1965. Afios més tarde, en 1969, Willisms -
postula que los protones generados en la cadena re-
dox se derositen en ls fese liroproteica generédndo-
se protoncs enhidros gracias a lez oxidacién de los
substretos y que dichos protones anhidros removeran
czgua del ADP y Fi en le regidn lipoproteica con la
consiguiente formacién de ATP.

Cualquieraz gue sez el mecenismo de la fosfori
lzcibén Gel ADF, constituye uno de los problemes més
interesantes y diffciles de resolver en nuestros -
tiempos y en este trabajo se intent8. contribuir un

roco a su solucién.



FOTOSINTESTIS

Consideremos lo gue es la fotosintesis, ( en
proceso de energfa nzdes puede comparsrsele ), tan
importante es, que hace crecer a las plantes verdes.
Este hecho que fue descrito por Ingenhousz, tien pu-
do haber sido la fuente de inspiracién para tuscar -
las claves ce le fotosintesis en las partes verdes de
las plantas, les cuales al ser otservadas mds deteni
damente, rostreron que su pigmentecién verde ( cloro
fila ) no se hallabz uniformemente distribuida como
podria pensarse & simple vista, aun més interesante
fue el descubrimiento, al observar la célula de la -
planta de gue lez clorofila se hellaba confinsda a —

unos organelos llamados cloroplastos ( 10 ).
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MORFOLOGIA DEL CLQEOPLASTO

Los cloroplastos poseen‘forﬁas vafiadas, pero
‘frecuentemente son estructuras elipsoidales gue mi-
den alrededor de 5 a 10 A ., El organelo estd ca -—-
racterizado por une envoltura cue consiste en una -
doble membrena que delimita al estroma del cloroplas
to y actua como una barrera que es permeable sl ci-
toplasma y al estrome, La memtrena del cloroplas-
to este fo-msda ror multiples vesiculas aplanadas -
en forra de discos llamadas tilacoides, cadas apila-
miento recibe el rombre de grena., Los grana estan
interconectzdos por el sistemé interlamelar, el con
Junto grena-lamela se encuentra en el estroma y en
este Ultimo se encuentran tsmbien las enzimas del -
ciclo de Calvin, 4cido desoxirribonucleico (DNA), -
granos de slmidén, grasa y ribosomas, El sistema
lamelsr de la membrana interna puede ser liberado -
del estroma al romper la membrana externa y asi pue
den obtenerse por centrifugacién diferencial cloro-
rlastos de clase II (fig II-I).

Los grana contienen todos los pigmentos foto -
sintéticos del cloroplesto y tembien las enzimes --
necesarias para las rescciones primsrias dependien-
tes de la luz, El sitio donde se encuentran los -
sistemas destinados & la captacién de la luz, son -

les membrenas de los tilacoides.



LV

Al

il

e

e
BN

..
™
-y
-

e

/

"
.).«.\.\ .
FO’

CLOROPLASTO NORMAL MOSTRANDO LA DISPOSICION DE LOS TILACDIDES Y LOS GRANA

CLOROPLASTO DE CLASE 11 SIN MEFBRANA EXTERNA

Fie. 1



12

FASE LUMINOSA Y FASE OBSCURA DE LA FOTOSINTESIS

Ahora que sabemos en donde se ;leva a cabo el
proceso fotosintético, la siguiente pregunta a con-
testar esjcomo se verifica la fotosintesis?,  Aun-
que esto es casi el equivalente a preguntar como se
originé la vida, y como es de esperarse a2un no se -
ha contestsdo completzmente, pero si se conoce una
serie de eventos secuenciados que se lleven a cabo
durante el proceso fotosintético y es de ellos de -
los cue vamos a heablar.

En primer lugar se ssbe que la fotosintesis —-
consta de dos fases fundamentales una luminosa y --
una okscura (fig II-2).

Les primeras en llevarse 2 csbo son las reaccio
nes luminosas y posteriormente se llevan a2 cabo las
reacciones obscuras, que consten fundamentalmente -
de vna serie de reacciones en las que el CO, se trans
forma en carbohidratos o en otros compuestos orgédni
cos.

Pero para gue =e lleve a2 cabo este proceso es
indispensable que la planta tengz una cantidad su--
ficiente de 002. En el mar o en los lagos y rios,
el 002 necesario para la fotosintesis, se toma de -
las sales como el bicarbonato o carbonato disueltas
en el medio gque bafa a :las plentas. lLes plentas

terrestres, han de obtener su diéxido de carbono de



P GUL P VR

13

REACCION LUMINOSA '~ REACCION OBSCURA -

02 . CO2 -

| > 2 NADPH

> 3 ATP + 3H20

FIGURA 1I-2 reacciones luminos y obscura de la
fotosintesis

la atmosfera, lo cual hacen a traves de pequefios -
orificios en la epidermis de la hoja llamados esto-
mas, estos orificios permiten no solamente la entra
da de C02, sino tambien la salida de vapor de zagua
desde leas paredes celulares himedas del exterior de
la hoja.

En lzs plantas terrestres que consumen 002 du-
rante la fotosintesis, debe haber unz diferencia en
la concentracién de CO2 entre la atmosfera que rodea
a la planta y el lugar de reaccién del cloroplasto-
de la célula folisr. El diéxido de csrbono entra
en la hoja por un proceso de difusién ; por lo tan-
to se mueve de una zona de mayor concentracién - —-
hacia otra de menor concentracién. Desde el exte-

rior,el CO, va difundir en una fase gsseosa y con -
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ayuda de los estomas, pasa a traves de los espacios
intercelulares de la hojé ¥y luego en una fase acuo-
sa a traves de las paredes celuiéreé y en el inte--
rior de las células hasta llegar al cloroplssto, --
en forme de bﬁcarbonato, es{: es mantenido con la --
ayuda de la enhidrasa carbbénica, debido a que las -
paredes celulares son humedes, el zire inmediatamen
te adyecente a elleas en los espacios intercelulares
estard practicamente saturado de vapor de agua a la
tempgrature de la hoja y como bajo cesiitodas las -
condiciones amtientales la temperatura externa de -
la hoja mantendréel zire en gondiciones no saturan-
tes en el exterior, entonces el zgua difundira ha--
cia efuera desde lezs células & trzves de los espa——
cios intercelulares de la hoja y atrevezando la su-
perficie foliar ssldrd a la atmosfera (47 ) .

Una vez gue el C02 ha llegado, es incorporado
al ciclo fotosintético de reducci@n del 002, este -
ciclo estd constituido por una serie de reacciones
gque reciten el nombre de ciclo de Calvin (llamado -
as{ en honor de Melvin Cslvin), quien fue el prime-
ro en describir completamente este ciclo, que cons-
ta de los siguientes pasos ( 37 ).
1.~ Carboxilacién de 12 ribulosa 1,5-difosfato (RuDP).

2.- Reduccién de PGA por NADPH, + ATP o reduccién -

2
directa de un intermediario de carboxilacién pa

ra un transportzdos de electrones del tipo de -



15

T
"

la ferredoxina simbolizado por E’(Fe—SH)2 .

3.~ Isdm;}iiacidn del gliceraldehido-3-fosfato en’
dihidroxiacetona fosfato.

4,- Cnodensaciéf de triosas-fosfsto en fructosa --
1,6-difosfato .

5.- Defosforilacién de fructosa-1,6-difosfato en
fructosa-6-fosfato .

6.- Transcetolizacidén, equilibrio entre la fructo-
sa-6-fosfato, el gliceraldehido-3-fosfato, la
Xilulosa-5-fosfato y la eritrosa-4-fosfato.

7.- Transcetolizacién, equilibrio entre la fructo-
sa-6-fosfato, 1la glicoltiamina pirofosfato (TPP).
Yy la eritrosa-4-fosfato.

8.- Transcetolizecién formacién de sedoheptulosa-
1,7-difosfato por condensacién de dihidroxiace
tona fosfato y la eritrosa-4-fosfato.

9.~ Defosforilacién de sedoheptulosa-l,7-difosfato
a sedoheptulosa-T7-fosfato.

10.-Transcetolizacibén, equilibrio entre glicolil-
TPP,. sedoheptulosa-7-fosfato y rivosa-5-fosfa
to.

11.-Epimerizacién de xilulosa-5-fosfato y ribulosa

5-fosfato o

l12.-Isomerizacién entre ribosa-5-fosfato y ribulo

sa~-5-fosfato.
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13.- Fosforilagidn de ribulosa-5-fosfato para dar
ribulosait],5-difosfato, |

14.- Equilibrio entre la glicolil-TPP y un trans-
portador de glicol del tipo del dcido lipoico.

15.- Oxidorreduccidn condensando el acetilfosfato a
los 1ipidos ( ' ? ). 1las relaciones entre el -

radical glicolil y el 4cido glicélico son su--

puestas ( fig II-3 ).

Fuesto que este trebajo 'se halla encaminado 3l
estudio de las reacciones luminosas de la fotosinte
sis, daremos por suficiente este pequerio resumen de
la fase obscura de lz fotosintesis y concentraremos
nuesira atencién en el estudio .de la fase luminosa.

Ante todo estudiaremos a la membrena fotosinté
tica, ya que es én ella en donde se llevan a cabo -
las reacciones luminoses.

El modelo mds satisfectorio para descritir a -
las membranas biolégicas es el modelo del mosaico -
flufdo propuesto por Singer y G L Nicolson en 1972.

En este modelo se postula que los fosfolipidos
de las memitrsnas se hallan ordenados en bicapas ——-
formendo unz matriz en la cual las moléculas 1lipfdi
cas tienen un movimiento individual.lateral, lo que
da a esta bicapa fluidéz y flexibilided, ademds de
una resistencia eléctrica elevsda y de relativa --

impermeabilidad.



18

Asimismo sefiala que las protefnas pueden estar
parcial o totalmente embebidas'en la membrana y que
son globulares, lo cual explica el alto contenido -
de X helice,

El grado con que una protefna penetra en el -
interior de una fase lipfdica, estard determinado -
por la secuencia eminoacida de la proteina y la lo-
calizacién sotre su superficie por los grupos R no
polares de los aminodcidos. De esta manera las --
proteinas de ia memtrsna, formerian una estructura
de tipo mosezico no estético, lo gue permite que las

rroteinas pueden difundirse en dos dimensiores (22).

Un hecho sumzmente importante es gue existe =-
una zsimetria zbsoluta de las protefhas y los carbo
hidretos que forman parte de las membranas. Lcs -
membranas son,por otro lado estructuras vectorizles
es decir que sus componentes estan esimétricsmente
distribuidos entre las cos superficies, lo que da -
una base molecular para la asimetrfa: funeional que
explica las direcciones de los trensportes vectoria
les o reacciones que se llevan @ cabo en las membra
nas y esto da como consecuencia que dichas reaccio-
nes tengan direccién y temporalidads, El1 significa
do funcionzl de lz zsimetrizmembrenzl zunque aun no
ha sido explicedo satisfactoriamente, sugiere que -
la esiretria lipfdice junto con la de los grupos --

rolares y le de los erinosdcidos da como resultado -
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regiones de fluidez diferente, para las dos monoca~
paz y que por consiguiente haya direccién en las —-
reaéciopes en las que estd involucrada la membrena
( 40 ) .

Tara el caso de le membr:ne fotosintética, se
han encontrezdo particules de varios tipos, que son
visibles en las membrznss fotosintéticas cuando es-
tas son expuestas a la técnice de criofractura; el
curso de estas fracturas puede comenzar desde la ——
mitad de una memtrsna hes¥a otre edyacente y se hen
encontrado cuatro diferentes tipos de fracturas : -
EF gue designan a las fases exoplZsmicas y P% que
designan ¢ las feses inmersa ( s y u ) segun su dis
posicién . Parz poder explicar estes 4 fases de -
fracture, podemos descritir e la membrans esqueméti
camente ( fig II-4 ) .

Las particulas grendes E.PFS estan inmersas -
en la mitad inferior de la memtrena del tilacoide
y ademds comprenden el limite de otra membrana ad-
yacente, Donde la&s dos memkranas se encuentran -
en contacto, se permite que las psrticules granées
se reduzcen tanto en dimension como en nimero. -
la exposicidén de uns fase designsda como EFu y don
de la frectura divide la2 parte md&s delgada de la -
membrena zdyacente, tiene una exposicién de feses
diferente. Notandose que aquila superficie expues

ta es la que incide en la mited externa de la mem-
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ASIKNEThIA DE LA MEkESENa DEL TILACOIDE

Los anflisis de membrana gue se han obtenido con
el estudio de las fases obtenidas por la técnica de
criofractura, hen demostrado que les psrticulas gue
se encuentran en lz mitsad interna de la membrana del
tilecoide,. son completzmernte diferentes a las parti-
culzs expuestes en la otrz mited. En otras pzla- -
bres, la memtrzna fotosintética es easimétrica, —_——
entonces tiene difererte poleridesd, tanto en su inte

rior como er: su exterior y las rerticulas grendes EFs
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Y Ep,» muestran las multiunitarias‘estructuras -
asociadas a PS II y algunas de ias particulas Ppg

y P_ que se hallan asocaidas a PS I, las porcio

Fu
nes de los componentes de la cadena transyortadora
de electrdénes se encuentran cercanos a CFI y proba
blemente tambien formen parte de les partf{culas Pp
( 32) ( fig 11-5 ).

Durente la fase luminosa, suceden una serie &
de reacciones en la membrana de los tilacoides, don
de se localiza la cadena trensportadora de electzg
nes de H20 a NADP' estos eventos son:

- Absorcién de energia resdiante
- Transferencia de energia

- Fotblisis del zgua

- Seperacibn de cergsas

- Transporte de electrénes

- Evolucién de oxIgeno

- Sintesis de ATPF

- keducciédn del NaDP?

Embetidos en la membrana de los tilacoides -
se encuentran los pigmentes moleculares que inician
el proceso de la fotosirtesiss Se distinguen tres
princirales variedades de clorofilz, por pegueiias -
diferencias en su estructura, estzs sor. 13 1la clo-
rofila "a" (que es la forma m&s sbundante), la clo-
rofila "b" y la bacterioclorofila que es caracteris

tica de las bacteries. Ltungue las clorofilas son .
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los pigmentos mds importantes de las plantas, no son
los Unicos presentes ( 23 ), como tampoco son los -~
Unicos que participan en la absorcién de la luz;s sé
encuentran los caroteroides (que son estructuras que
poseen lsrgas cadenas hidrocarbonsdas unidas por do-
bles enlaces conjugados y un 2nillo de 6 miembros a
cada lado, se conocen dos tipos fundamentales de ca
rotenoides que son lcso(y losﬁ carotenos), Otros
pigmentos gque participan en la fotosintesis son las
ficobilinas (ceracteristicos de las algas), que a su
vez se dividen en ficoeritrotilina y ficocianobili-
na ( fig I1I-6 ) .

Con los estudios de induccién de fluorescencia
en los rigmentos fotosintéiicos, se heblz okservado
que el rendiniento de la fluorescencis, siempre va-
rieba entre dos vezlores limite, lo que sugeria cque
la emision de fluorescencia se sucede en dos partes,
a) una emision de rendimiento inveriable y b) una -
emision de rendimiento variatle en funcién del tiem
po. Entonces se trato de explicar este fenfmeno -

por medio Ge las siguientes hipétesis:

l.- Hipétesis Del Rendimiento Unico

El complejo rrotelna-pigmento este parcialmen-~
te tajo la forme no fluorescente y bajo una forma -

fluorescente,

2.- Hipbtesis De Dos Rendimientos
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El complejo,proteinaapigmento esta completamen-
te bajo una forma no fluorescente@l, mientras que -
el estado de mdximo rendimiento de sete se encuentra

totalmente bajo una forma de rendimiento}‘ 2> ;51 .

3.- Hipétesis Be la Doble Emisién

El complejo protef{na-pigmento es completamente
no fluorescente y admite que la fraccién invariable
de la emisidén de fluorescencia tenga un origen dife-
rente-del de la porcidén variable y por consiguiente
se puede postular que el aparato clorofiliano es he-
terogéneo.

Ids tarde los estudios de emisién de fluorescen
cia polarizede, confirmeron que la hipétesis de la -
dotle emisién erz le gue podia explicar sin lugar a
dudas los fenémenos fluorescentes de los pigmentos -
fotosintéticos ( 20,21 ). En estudios posteriores
en 1os que se iluminaba simultaneamente con dos ra-
yos monocromdticos, se observé que cuando se varia-
ba lz longitud de onda del segundo raye, algunos-.de
los pigmentos accesorios eran axitados simultanea--
mente a le exitecién de la clorofila con luz del -—-
rojo lejano y la actividasd fotosintética en esta zo
na eumenta notatlemente. Estos resultedos sugie--
ren que les aos formes de clorofila pueden estar ——
implicades en la fotosintesis en dos condiciones es
pecieles o sea gue pueden constituir dos fotosiste-

mas.
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Pos conveniencia, fueron entonces separados es-
tos dos fotosistemas que se denominaron; Sistema —--
pigmentario I ( PS I ) que es un sistemg de longitud
de onda lsrga y sistema pigmentsrio II ( PS II ) que
es un sistema.de longitud de. onda corta, sugerencia
que fue hecha por Duysens et al . Estos dos siste-
mas pigmentarios poseen las siguientes caractéristi-
cas:

SISTEMA FIGNENTAERIO I

Los jigmentos comprendidos en PS I, Absorten -
en la parte del espectro correspondiente 2l rojo le
jano e incluyen a la clorofila "a" (forma que gbsor

te a 680 nm), asi como a P o Que es una forma espe

70
cigl de clorofila la cual tiene su méximo de absor-
cién alrrededor de los 700 nm y los datos expe imen
tales indican que es un dimero de clorofile.

La identificacién de este pigmento como una -
forma especiel de clorofila gque se hallz acompafia-
da de una forma resistente que absorbe 2 430 nu y -
ademds de que cuando se extraen las preparaciones -
de P?OO con acetona u otros solventes orgénicos, --
unicamente se obtiene clorofila ™a™ + "b",
CARACTERISTICAS GENEEALES DE PS II

El sistemez pigmenterio designado como PS II -
.2un no ha sido bien identificado, pero se sabe que
tiene las siguientes ceracter{stices: a) Los pig—-

mento gque 2btsorben la luz, tienen su ebsorcidn méxi
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ma a longitudes de onda cortas, en este PS II se -
encuentran inclu}das las ficobilinas (en algas, no
en plantas), la élorofila “B" y algunagvformas de
clorofila "“a", b) PS II se halla mds intimemente
asociado con el sistema de evolucién de oxigeno. -
¢) PS II se halla acoplado a PS I por medio- de los
componentes del complejo intermediario de la cade-
na transportazdora de electrdénes, cuyos estados red-
ox son afectadospor los dos sistemes pigmentarios.
d) El1 sistema funcional completo con las enzimas =--=
asociades a la evolucibén de oxigeno son mucho menos
estables comparadas con PS I ( 46 ) .

Un evance muy importante en la investigaciédn
sobre la arquitectura del apsrato fotosintético, -
fue el descubrimiento de ogue, a2l tratar aquimicamen
te o con iluminacién intensa una mutante bacteriana
sin carotenoides, se destruye la mayoria de las --
bacterioclorofilas llzmadas antenas, que son ocuimi
camente inactivas y quedan unicamente expuestos --
los sitios quimicamente activos, llamesdos centros
de reaccidn, gque se hallen funcionslmente separa——
dos de lz meyorfa de los pigmentos antena. Al —-
conjunto de pigmentos antenz y el centro de reac--
cién se le dz el nombre de unidz2d fotosintética y
aunque en las plantas superiores no se han podido
aislar los centros de reaccién, numerosas eviden--

cies experimentales fevorecen la existencia de uni



dades fotps;ntéf@cas en ellas,

La unidad fotosintética consta de aproximada-
mente 300 moléculas de clorofila, en las plantas -
supefiores asf como en las slges, gque aparentemente
es el minimo nmero necqsario para poder trerspor-
tar un electrén , esta ﬁnidad incluye a un volumen
de pigmentos gue van a reemplezar a los pigmentos
antena de la :ecoleccién de energia’'y un centro de
reaccidén, que cuzndo la energfz es atrapsda y uti-
lizada va a promover las reacciones gulmicas - - -
( fig I1-7 ).

ABSORCION DE LUZ

Cuando un fotén es sbsorvido por un dtomo o
molécula, este va a producir un cambio en la confi
gurecién de la carge electrbnice ssociada con la -
valencia o tien con zlguno de los electrénes cir--
cunvecinos al nilcleo del dtomo, pero esta nueva --
conformacidén tiene mds energia que la basal y en——
tonces se dice que el dtomo o molecula esta exitado.
La transicidén desde el estado basal hasta el estado
exitado, puede tener lugar unicamente bajo ciertas
condiciones esteblecides por le mecédnica cuantica,
Los electrbénes pueden ocupar unica y especificamen
te distintos estzdos de erergia obtenida a partir
de la ebsorcién de un foton, esta energia debe ser
combinsde exactamente con la energfe de transiciédn

de tzl menera gque la energia del foton es inverszmen
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te proporcional a su longitud de onda, tomando en
cuenta queunicamente 2 ciertas longitudes de onda
rueden ser atsorbidos por un 4dtomo o molecula ---

( 16,42 ).

m
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PSI .- Como ya se ha mencionado es un sistema
pigmentario cuyo nticleo de reaccién es Poggr que -
es una molécula especial de clorofila que es respon
seble de la captacién de los electrénes procedentes

de PS II.

COMPLEJO DE INTERMEDIARIOS DE LA CADENA TRANSFCETADORA
DE ELECTRONES |

a) Plastocianina .- Es una cupro-proteina que posee
dos dtomos de cobre por molécula y cuyo potencial -
redox es + 0.37 V, se encuentra en una estequiometria
de unz molécula de plzstocianina por cada 300 molé-
culas de clorofila,

b) Citocromo f .- Es una ferroproteina gue tiene —-
tiene un potencial redox de + 0.365 V y que se ha--
lle en una concentracién aproximeda de 0.25 % con -
respecto a la clorofila,

¢) Flastoquinona .- Este compuesto fue descubierto

en los cloroplastos aislados por Lester Y Crene, y

se he postulado gue se encuentra entre PS I y la -
plastocianina, se ha localizedo un sitio de acople
miento entre la sintesis de ATP y la cadena trans-
portzdora de electrénes en este sitio ( acoplamien

to gue seréd’discutido en detzlle m&s sdelante) .

PS 11 .— El centro de reaccién de este sistemea

pigrenterio es P680y su principal funcidn es acep-
tar los electrones provernientes de la fotélisis -

del 2gua y rosteriormente envierlos al resto de la
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cadena transportsdora de electrénes ( 4,46 ) .

Para que los electrénes puedan fluir desde el
agua hesta el NADP+, es nesesario gue se eieve la
energfa del estado iniciel, lo cuel se logra cuen
do el primer foton es absortido por el éomplejo an
tena, el cual se encuentra incl.ido en la superfi-
cie interna de la membrzna, la energfa de exitacién
se comunica rapidamenie del complejo antena a la -
molécula de Pggn (P substituye"pigmento™ ) . En
P68O la energiz de lez luz altera la distribucién -
de los electrénes en el anillo porfirinico y permi
te gue un electrén pueda ser trensferido. El - -

electrén de P6 es transferido aparentemente a un

80
eceptor de electrdnes situsdo en le superficie ex=
terna de lz membrena, inmediatamente despues de ser
absorvido el foton. El proceso se repite.con la
absorcién de otro foton y las dos moléculas oxida
das de P680 son reducidas por dos electrénes proce
dentes del agua con.la_ayuda de una enzima que con
tiene manganeso. El étomo de oxigeno procedente
de l2 molécula de agua se libera y sale afuera del
cloroplasto; los dos protones pasan a la solucién
en el interior de ls membrsna interna. Los dos

electrénes cue atraviesan la membrana procedentes

del P680 son captados en 1a superficie externa por



34

un transportador de hidrdgeno qu es la plastoquino
na ( PQ ), los dos electréges con la gyu&a de dos
protones extraidos de la solucién externa (los cua
les'pentran por medio de una bomba de protonesj, -
reducen la PQ a PQH2 gue retorne a traves de la mem
brana a la superficie interna y una vez allf la —-
PQH2 libera los protones 2l interior y transfiere
los electrones al citocromo f.

El sig iente transportador de electrdénes de
la cadena gque es la plastocianina lleva los electrd
nes al segundo sistema fotoguimicamente activo, en
donde P700 al exitarse por absorcién de luz en el’
complejo antena provoca oue los electrédnes sean de
nuevo tresladsedos & la superficie externa, donde -
son captados por la substencia reductora de la fe-
rredoxina ( FRS ), yendo de esta a la ferredoxina,
De agqui los electrones van a un FAD con protones, -
este toma dos protones del medio externo formando
FADH, ( fig 11-8 ) .

Cuando se ha completado el paso de dos elec—-
trdnes por la cedena, tres protones han guedado por

fuera y cuatro han pasado 2l interior ( 18 ) .

BOMEA DE F=0OTONES

En esusencia de esgentes fosforilantes, la luz
induce la entrsda de protores a cloroplestos, es-
ta entrzda puede ser continua bajo condiciones op

times de pH y es rpositle establecer un gradiente
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H

hasta de cuatro unidsdes de p‘. El ndmero de pro

tones que es tomado, es una funcién directa de la

H generédo por

capacidad reguladora interna y el p
esta entrada de protones desde el exterior de la -
memtrena del tilacoide hesta el interior &s{ como
los sitios de union de los protones desde la fase
externa hasta la comprendida en el interior, fueron
identificsdos por flashes espect ofotométricos.
Estudios con indicadores de pH, dEmostrﬁfon
lz existencia de dos sitios de entreda de protones
en la parte exterior de laz membrsna y que estan -
asocizdos con uno de los dos fotosistemes. Estos
sitios fueron atribuidos a la reduccién de la plas
toquinone por PS II y la reduccidén del aceptor ter
minal de electrones por PS I, bajo la exitacién -
con pulsos de luz cortos y repetitivos se encontré
que cada sitio actuaba por separado y la estecuio-
metrfa pera cada uno de estos sitios es: 1 H' /e~
para el sitio localiszdo en PS II y se hallfunz -
estequiometris variable para el sitio final, esta
variacién depende de la naturaleza del aceptor —-
que se encuentra en este sitio que es atribuido a
¥S I, la esteouiometrfa hellzda pars este sitio -
es de 1 H'/e™ cuando se uss tenzil violégeno, de
0.0 H'-/e~ pera el ferricianuro que no une la re
duccién de los protones a pH fisiolégico y para -

el a2ceptor natural que es el NADP' es de 0.5 HY/e”
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Esta estequiometrfa fue recientemente cambia-
da por Fowler guien comprobd una estequiometria de
2H+/e' para cada uno de los sitios cuando el acep-
tor utilizado es el metil violdgeno. En resumen,
la bombe de protones en la membrina del cloroplas-
to transfiere protones & traves de la membrena --
del tilacoide en czda uno de los sitios menciona--
dos anteriormente ( fig II-9 ).

La entrzda de estos protones va a producir --
una diferencia de potencial, el cuel estaré influen
ciado por la permesbilided de la membrana y la cons
tente dieléctrica de 1a misma.

Ambas reacciones fotoquimicas PS I y PS II --
estan ligzdas a una serie de pesos electricamente
neutros y la transferencia de protones mas electro
nes en plestoquinona desde el exterior hasta el in
terior de la membtreznz del tilacoide ss{ como la —--
oxidacién del 2gua y la plestohidroquinona respec-
tivamente por acarreadores gue unen protones a las
reacciones de reduccién de tal forma que haya un -
proton por electrén en cada uno de los sitios de -
la membrena interna, La reduccién de la plasto--
auinona y el NADPY inducide por la entrads de pro-
tones (un proton por electrdén), es entonces lo que
va & generar el rotencial eléctrico, si bien es —-
cierto que la répida trensferencia de electrones -

es al final de cuentes eguivalente a la trensloca-
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cién de protones por electrén a traces de la membra
na,.

Este potencia; electroquimico, induce un poten
cial de membrena, el cual es un pardmetro Util pa-
ra cerecterizar la posibilidad de generar irebzjo -
dtil (sintesis de ATP) de l2 translocacién de iones
a traves de una membrana que separa dos fases acuo-
sas.,

El potencial electroguimico en un punto A de -
una especie idnica, cualquiera que sea, estaré dado

por :
Jk = JNk _+ RT 1n ek + zPY

Donde 2k es la actividad idénica, ck es la con-
centracién, k es la especie idnica, ¥ el potencial
eléctrico y [ k el potencial de membranz,

S1i se supone que:

Ak = Kk entonces Ak = O

por tanto se puede escribir la ecuacién de 1la

siguiente menera:
AMx = 2.3 R0 log ( ak™/ ex®*P ) + 2k P (W-Y,)

Que en el romento de heber un czmbio en ALk

6 'k gueda expresada como :

ANk = 2.3RT1log (Asak) + 2k FAY
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que para el caso yrartfeular de los protones = -

transportados se expresa como:

MEY = 2,38 AP + FAY

tlgo muy imrortente 2l respecto es gue existe
una deslocalizecidén del cempo eléctrico producido
(eraciss a la transloczcién de dones) cuando hay -
una iluminzcidén continua, y se supone gue ocurre -
porgue hey une répide sep?racién e cerga entre am
bos fotosistemas, generanéo un dipolo localizesdo -
a travez de la memtrzna y posteriormente habris u-
na redistritucién de iones en la;pembrane del tila
coide entre les dos feses scuosas.

Fare poder rrober la existencis de este poten
ciel Ge memtrena, se useron téénices de electrocro
mismo en clororlestos (cambios de ebsorcién debi--
dos & le induccién ertificizl de potencicles elec-
troguimicos), hellandose una relacién linesr entre
los cemtios de ebzorcibén electrocrémicos y el vol-

teje generzdo 2 travez de lz membrana.
AL '~ 6AY = AQ

Donde A 4L es le extensiér de los centios de
atsorcién electrocrémica a 520 nm, LAQ es el des—-
rlezazmiento de cerga por unidad de dres de memtra-

nz y C es la cepacitzncia ror unidsd de &rea, Si
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suponemos a la membrana como un cspacitor sobre el
que existen unicamente dos fotosistemes, en los que
ocurre una translocacién de dos csergess elementeles

por unidsd de £rea de memtrena, entonces une

w

pro-

ximeécién de este capacitor teorico membhranel

(0]

S @

AY = 24/ (€ € 2)

Donde e~ es la cerga elemental, d es el espe-
sor de la cubierta dieléctrics de la membrena, A es
el drea de la membrane, € es la constente dieléc-
trica y €,es un factor dimersional.

Posteriormente estudios de induccidn electros-
tétice, terminsron de confirmsr la existencia de es
te potencial de membrena y mostraron gue la asimez-
trie eléctrice generede, que@a finselmente compensza-
da por el consiguiente depdsito de iones slrrededor
de los tilacoides ( fig II-10 ).

Sin emtrsgo sun hay grend=s preguntas en rela-
cién al potencisl de membrana, cue 2un no hen sido
contestadas, siendo las méds importantes:

l.- La incorsistenci&s de los protones generados por
la borta de protones con la esteguiometria del
transporte de elecirdénes.

2.- El mecanismo cde le extremedsmente répidz transfe
rencie de electrones & trevez de la membrana,-
especificemente en cada centro de reesccidn.

3.- El mecenismo por medio del cual la plastoguino-



Figura 11-10

DEPOSITO DE IONES QUE COMFENSAN LA ASINETRIA ELECTRICA
GENERADA POk LA BCONBA DE PrOTONES

@ TONES NEGATIVOS

+ IONES POSITIVOS
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na trsnsloca hidrdégeno a fravezide la membrana.
4.- La naturaleza quimica y estfgctural de la difu

sion desde el exterior de la membrana y su re-

levancia para fosforilecién o el translocszdor

de protones , ( 5,1G,44 ).

Una otservacién muy importante fue hechs por
i zvron, guien halié una relacién entre ls msgni--

H y la sintesis de ATP.

tud de los gradientes de p
En un estsdo basal, el pH ruede ser medido por la
variscién de diferertes psrdmetros, incluyendo la
intensidad de la luz, la =dicién de verios inhibi
dores de la cadens trensportadora de electrones,-
asi como lz adicién de desscoplantes, En todos
los cesos anteriores se pudo obse:ver gue no hatia
fosforileciér cuendo los vaslores deg&pH ersn meno-
res de 2 y se vefa que a velores altos habia una -
dependencia de la fosforilacién, de la transloca--
ciér de protones haciz el interior del tilecocide,
y se observé que mientras mas grzsnde ere zspH, —
mejor era la fosforilacién en los tilacoides, fe-

némeno gue es exrlicedo sctisfactoriamente por la

hipétesis suimiosmética de Kitchell., ( 6 ).
HI+OTESIS DE MWITCHELL

Los sistemas de ATPesaz en mitocondries y clo
rorlestos, se tienen gue encontrer cztelirzdos por

una rezccidn guimiosmbética en lz gue los protores
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son translocados a travez de la membrena scoplada
estequiométricamente a la sintesis de ATP o en su
defecto con su hidrélisis, entonces se sugirio que
habfa un sistems de oxido-reduccién por medio de -
un sistema de citocromos gue se hellaba organirado
enisotropicamente a2 traves de la membtrena (fig —-
II-11 ) y entonces el combustible pera lz célula
son los protores que pueden ser producidos de un
lado y consumidos por el otro, entonces la hipéte
sis guimiosmética depende termodindricamente del
hecho de que hay une distritucidn snisotrdpica en
el sistema de ATP esa,

En la hipbtesis oguimiosmética, el primer pa-
so esencizgl es la conversién de le energiea libre
deriveds del trensporte electrdénico en un poten--
cisl osmético. El segundo, rejuiere un proceso
completo de acoplamiento, si hubierz este zcopla
mier:to & la sintesis de ATP y el retormo efectivo
del flujo de protones a treves de la membrana, -
FKrebs sugirio gue el ATF podiz ser sintetisado -
por un segundo sistems de transporte de electrones
sin embergo sta sugestién y el posible mecanismo
de a2corlemiento de le feosforilecidén no concuerda

con i0s sucesos gue ocurrern en ls membrana,
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rior membrana - ‘exterior

ADP-O

Figura(11l-11)

ESQUEMA DE L4 ATPzsa ANISOTKROPICA POSTULADA POk EL Dr

PETER MITCHELL EN 1961
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Sistema De Hidro-Deshidratacidén Anisotrdpico

Unicamente las reacciones de oxido-reduccién -
esten directsmente acopladas a la transferencia de
iones o a la separscién de ut y OH™ en los sistemes
electroouimicos, sin embargo en la idea de la trens
iocacién de grupo se postula gue debe existir un --
acarresdor enzimdtico catalitico o en su defecto un
conductor especifico de iones OH .

El sistema anisotrépico reversibleide ATPasats
de la hipétesis quimiosmética { fig II-11 ), se be-
sa en el concepto de gue la regidn del centro scti-
vo de lsz membrena en donde se localiza la ATPasa es
especificemente permesble & los iones OH de un la-
do de la membtrana y unicemente a los iones B por -
el otro lado, y &l tiempo que entra agua por ese -—-
lado, la hidrélisis del ATF podria ser reversible--
mente scoplzda a la translocazciérn de protones a tra
ves de lz membrenz con un: estecuiometrfa de un OH™

trenslocado por ATF hidrolizado.

Yostulados PBesicos

Fere poder comprender mejor la hipétesis de --
guimiosmétice es conveniente revisar los postulados
aue involucra, el siguiente sumario contiene los --
postulsdos guimiosméticos tal y como los concibid -

Kitchell ern 1961 .
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1.- Los sistemas de ATPssa localizados en la membra
na de mitocondrias, cloroplasfos; y bacterias foto-
sintétices, son sistemas de hidrodeshidratacién con
terminales esjec{fices pares el egua y el ADP y su -
funcién normel es un acorlamiento reversible de la
translocacién de protones & treves de la memtrena,-
al flujo de uniones anhidras eguivzlentes entre el
egua y el scoplamiento ATP / ( ADP + Pi ).

2.- La localizacién en la membrane de la cadenz de
oxido-reduccién de mitocondrias, cloroplastos y bac
teries fotosintétices, que cataslizen el -lujo de --
equivalentes reductores, semejentes & grupos H' y -
despues de electrones entre los substretos de dife-
rente potencial de oxido-reduccién, tienen como fun
cién normel coprler la trenslocecibén de protones a
traves de la membranz al flujo de equivalentes re--
ductores durente la oxido-reduccidn,

3.- En la membr:na de mitocondries, cloroplastos ¥y
bacterias fotosintéticas, hay presentes sistemas de
ccarreczdores pera la difusién de substretos especi-
ficos gue permiten el efectivo y reversitle cambio
de iones a traves de la membrezna y & su vez permiten
la entreds de metetbolitos esenciegles (substrstos y
aceptores de fosfatos) sin colapsar el potencial de
rembrzns,

4.- Los sicstemas de los postulados 1,2 y 3 estan lo

cealizzdos en un zcorlemiento especial en la membra-



48

na que posee baja permeabilidad a protones, aniones
y cationes, ;

Como consecuencia de'estos postulados podemos
observear que existen dos problemas esenciales al --
peso de molécules polares dé bajo peso molecular --

a treavez de las membranas bioldégicas .  Primero -
debe existir un mecenismo que incremente especificar -
mente la permeabilidad de la membrana 2l soluto —-—-
transportado. Segundo cuando hay acumulacién con
tra un gradiente de concentracién, la célula u orga

nelo debe acopler energie del metabolismo, a lg —--

translocacidén de soluto @ travez de lz membrane,

Entonces, se puede proponer gque los mecanismos gene
rales de tresnsporte que resuelven estos problemas
son la translocacidén de substrato y la trenslocacién
de grupo.

Lz translocscién de substrzto consiste en la -
difusién a traves de lz membrenz del soluto no modi
fivedo cguimicamente por medio de le presencia en la
membrena Ge un zcarresdos especifico o portador .

( fig 11-12 ).

En la translocecién de grupo, el caracter vec-
torial esencisl del trer=porte se consigue & treves
de la asociacién de unz enzima o gruro de enzimas -
con la membrzna de tel forms que el substrato se -
gcercez de la fase acuosz en un lado de la membrana
y el producto es disocizdo en el otro lzdo ( fig -

1I-13 ) .
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Fara explicar el acoplamiento de la fosforila
cién del ADP al flujo de protonéé, Mitchell asumid
que las dos reacciones que estaban esbacial y qui-
micamente sepersdas, esto es, que el proceso de la

fosforilscién oxidstiva expreszdo como:

(] cvemmmmd
Ared + Box + ADP + PGH <~ B red + A ox + ATP + HZO

Puede ser separado en le reaccién de oxido-re-

duccidn:

A red + F ox - > A 0X + R red

y en la resccibén de hidro-deshidratacidn:

ADE + FOH : —> ATFP + H0
POH 2 2

Y para ecoplar estes reacciones Nitchell con-
siderd que las fuerzzs gue conectan los movimien——
tos de les particules involucrazdes en la oxido-re-
duecidn, junto con las gue perticipan en la deshi-
dretacién del ADF + POH , se comunicaban osméti-
camente por el flujo ciclico de protores entre las
dos fzses acuosas separcd:ss por una membrana lip{-
dica gue contiene le cedena oxido-reductora y el =
sistema de AlPesse. Considerendo la distribucién
enisotréiica del sistema de ATPasa, la actividad -
electroouimica del =2gus en el centro zctivo ([qu c )

rera determinzdos puntos del egquilibrio de hidréli
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sis del sistema ATP / ADP , van a ser dados no por

el producto [H'j RéL X [OHj péy ©n las fases acup
sas (interna o gxterna), pero si por el producto --
[HJ']R X [OH'J 1L donde [] indican las concentra--
ciones relatives a la 2ctivided ouimica y E y L son
las feses ¢xterna e interna respectivemente. La -
relacién de la sctividsd electroguimica ATP / ADP
(incluyendo les formes ionicas), puede ser aumenta-
da consecuentemente en la activided de ATPesa, la -
cuegl ruede ser revertide pesrea dar activided de ADP

fosforilesa y entonces guederis en corcovdesncia con
la ley de accién de meses y perez el egquilibrio de -
hidrélisis éescrito, hen de incluirse los siguientes

elementos:

ATE 2]
[2og] Tk [B0] e

wr

Lz a2ctividad electroguimica de un componente
en cierto lugar del eouilibrio, define absolutemen
te la tendencia a2 escspar de las particulas de los
componenies detido a la presién quimica y eléctri-

cz que soportan lzs perticulas gque se hallen en es

) P}, x [,
‘ i [quL

Dcnée K2 es independiente del medio porqgue -

te runto del eauilibrio.

K
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estamos ussndo actividades eiéétroquimicas. Enton
ces podemos escribir que la actividad electroquimi-
ca del 2gu en el centro reactivo del sistema de ATP

zsa serd:el siguiente:

[
[HQ(.SlI. = [HZO] ag X [H]E

Si tomeamos en cuernta gue la reaccién total de

la ATPzsa gue puede ser representada por :

ATP + H,0 + 2H' ———=DF + POH + 2H'

Entonces el eguilibrio para la hidrélisis del

ATP puede escribirse de la siguiente forma:

[azz] ) . Eizd-l aq

Le actividad electroguimicz del agua en las -
fases acuosas L y R es entonces representada por -
Eizq aq y el rroducto K [HZO] aq es entonces igual
a le corstente de hidrélisis y es! se define rnormal
mente. Cusndo ls resccién hidrolftica esta estric
tarente ccopladsz 2 laz trenslocaciédn ée protones des
de la fese R hesta la fese L, para la hidrélisis —-

del ATP se puede empleer la siguiente representacidn:
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[0 x  [od - K X x “[Hi
[ar] o

Suponiendo que: ADP, POH, y ATP, todos ellos

perticipan en el egquilibrio de la misme forms, cﬁag
do hay un potenciel de mémbrana de E en milivolts
( mV ) entre las fezses L y R, positivo en la fase L
y negativo en la fase R, por definicidn se puede ex

preser de la siguiente manera:

[HﬂL AE
log = P - P _—

[3: R

Donde Z = 2.303 RT/F ; F es la constante de

Faraday, R es la constente de los geses y E es -
el equivalente de energlia libre gue se generz en un
sistema de trenslocaciér. de H+ por cadena transpor-
teaora de electrones, combinendo estas ultimes ecua

ciones se tiene:

fard | AE

&DEL E—O'QL = 2 p R I —-—Z— "'LOg.K[HQ aq

&£ 300 °K, Z tiene un vslor de 60 mV y la cons
tente de hidrélisis pares el ATP se halla en un va--
lor de 5 ; si esto ocurre, entonces se puede sutsti

tuir pHR - le. por 4\pH y puede escritirse
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la ecuacién como:

fard

L ADE
log = } - H —
[ADP] . Log FCH] L 2AP + Y

En este caso les sctividades electroquimices ~
del ATP, ADEACFIOH se encuentren cproximzdemente en
le misme fese y pueden ser eguivelentes & sus con--

centraciones y se asume que [?Oﬁ] es 0,01 M, enton-

ces :
Erd . OE .
Log = — - ZAPD - 7T
o3 30

La diferencia de potencial electroguimico nece
sario para gue el egquilibrio ATP / ADP acoplado y -
bajo estas condiciones, se expresa en mV y por lo -

tanto puede escribirse como:

e

AE T 60 APE 210
De esta menera es positle considerar que la -
diferencia de potencial correspondiente a una dife

rencia de pH ruede escribirse como:

"

AP T AE - 60 apt

Donde AP es lz diferencia de potercial.

Es importente hecer notar que la meyor perte

-5
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de las evidencias exrerirentales gpoyan el hecho de
que pH es un intermedisrio obligado en la sinte--
sis de ATP y que sdemés conduce a la sintesis de --
como lo derostrzron Jagendorf et 8l ( 13,33,34,35,-

40 ) .
FOTOFOSFORILACION

‘Gomo hemos visto en lo snteriormente expues-
to, para la generacién fotosintética del ATP no so
lemente se requiere lz existencie de un grediente
de protones, sino ademés hsce fzlte la presencia -
de une engzima cecéper Ge utilizer le energfa libre -
genereda por este gradiente. Aungue el rmecanismno
guiriosr.6tico exjilice setisfectoriemente cémo la -
energiz de les :o0lécules gue se oxiden a treves de
nolécules trensrortzdores de electrones, se utili-
za pars former ATF, e pertir de ADF y POH, zsdolece
de dos defectos:

Prirmero .- El sisteme de ATPzsz no se loceslizs en
el interior de lz membrsna, sino que se halla loca
lizadode resneres snisotrépice y haciz el exterior -
de la membrana del tilacoide, aungue hay que hacer
la scleracibr. de gue la distritucidbén anisotroprice
se rresenta no por lz ATFese solz, sino jor el com
rlejo Fo-ATPssz, en donde el complejo Fo se va a
ercontrer corrletzmente emtetido en le membrensz y

es entonces este complejo el gue presente la cerec
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teristica de selectividad a los iones que pasan de
uno u otro lado de la membrena j los llevard hesta
el centro de resccién de diché.ATPaSa.

Segundo No explica cuzles son los eventos molécu-
leres responsebles de le sintesis de ATPF.

Fullmen et 21, solubilizeron une ATFesa de -
mitocondries la cuzl era capzz de resteurar la ec
tividaed de ATPzsa en perticules‘submitocogdriales
deficientes de ATPesa y esta ATPesa recibié el --
nomtre de FI'

For otro lzdo, Jegendorf & Smith, fueron los
rrimeros en encontrer gue la fotofosforilaciébn se
desecopleba cusndo los tilacoides eren tratsdos -
con soluciones diluides de & D T A,  Fosteriormen
te Avron mostré cue si zgregeben poco desyues los
extractos e E D T A a los tilscoides tretedos, -
entornces se resteurebes percizlmente la fotofosfo-
rilecién ( 6 ). Nés terde Nc Certy & Racker en-
contreron gue estz proteinsz 3 la gue Avron habia
llzmeco fector de zcorlemiento 1 , ers identica
2 la F; de la mitocondria; edemds hz118 que les -
prepereciones de CFI (coupling fezctor I) eren de
rendientes de crslcio y con el vso de entisueros
especificos se inhibie fuertemente le zctividad
de ATPzse y la fotofosforilecidn; entonces ere -

evidente que CF. jugztes un repel esernciel en la

1
fotofosforilaciébn.
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CFI comprende aproximademeqte el 10 % de las
protefnas de la membrana del tilacoide y es una g
gran protefna de peso molecular de ( 325 000 del-
tons ), presenta unz forma esférica, le cuzl fue
evidencizda 21 microscopio electrénico ( fig II-14 ).

Con la syuda de técnices de electroforesis -
en geles de poliecrilemide, fue posible descubrir
que esta proteine esta compuesta por variess sutu-
nidades ( 7 ), generclmente se acepta que CF; estéd
formeda por 5 subunidedes polireptidices les cua--
les son nombredss dele & z 1le 6 en orden cdecre-—-
ciente de su mese moleculer, sin embargo lc este—-
guiometr{s de estzs suburidszes sun se encuentra en
controversia y se hen reportzdo les siguientes es-
tecuiometries: 9(’3j?3 TJf ,o(.zﬂ 5 r;_JE y —=
P 7, 816, KB, T dE,

For otro ledo Ieir¢ & Hemmes dedujeron une estecuio

metrfe minime de X ° ',’2 7 JC o misme gue fue
encontrezde por técnices de dicreisro circular por -
lo que se considers que estz es le estecuiometria -
existente en CFI'

£l conterido de sulfhidrilos en les sutunidades
ée CFI tzmpoco es corsiztente con lz esteguiometria
2:2:1:1:2.

Ferron & Becker detectzron de 12 2 13 cistef-

res por mol de CFy y si esumiros le estezuiometria



Ficura 11-14

RCPRESENTACION ESQUEFATICA DE LA MOLECULA DE Cry

i T T




29

2 :2:1:1:2, entoncéglziene que haber 14 cistei
nas por mol de CFI‘ ‘

Considerando gue CFI estéformado por 5 subunida-
des polipertfdicas, se estudid més a fondo cadez una de

L

estes y sus rprotebles proriedsdes son :
SUEUNIDAD X

masea molecular 59 000 - 61 000

probsble esteguiometria (2)

contenido de cisteinz en % (2)

- se he sugerido que tiene une ﬁuncién'réguledora.
SUEUNIDAD 3
~ mssez molecular 54 000 - 57 000

- protbatle estequiometria (2)

conterniido de cisteins en % (2)

~ En cuento 2 su funcién, existen evidencies indi-
rectas de oue estz es la subunidsd cetalitica. -
Czntley et 8l hen indicsdo le presencie de dos si-
tios de uniér. de nucleotidos en CFI y estos sitios
tienen le propiecad de unir : ANP , ADP , PNP , -

gADP, (AI\ZP en rresencie de I=§g+2.
For otro lzdo, Nstedryk et 8l , por medio de

estudios de intercembio hidrégeno-deuterio, gue son

métodos zltemente sensitles rerz snslizer canmbios -
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estructurales, compararon la interaccién de CF; -
con diferentes nucleotidos ( AMf, ADP, £ ATP 5 -
£ ADP ) y encontreron que estos se unian en 3 si-
tios diferentes, des;ues de la fijecién de ATF 8 -
ADF en el primer sitio de unidén encontraron que --
los peptidos cezmbiados se encortrsban en les subu.
nidzdes Sy éﬁ , sin embargo debido a les discre
psncias existentes en la literatura, no es posible

sacar ung conclusién acertede ( 9, 38 ).

SURUNIDLD Y

- mase moleculear 34 000 - 39 000

prokable estequioretris (1)

- contenida de cisteinz en % (3-26)

- Se he observedo gue le utilizecibén de suero enti-
sutunided & , junto con suero enti & , inhite la -
activided de ATPzse, lo cusl ruede sugerir cue la -
sutuniged & ruede inducir une conformeciérn fevora-
tle en los cemxtios de CFI , otrz observecibén impor-
tente es gue los N-derivsdos de maleirmides, inhiben

le fotofostorilecion por reesccior =s;ecifica con la
subunided & ¥ se he dicho gue laz meleimide bifun-

cionazl o-tenilendimeleimide, entrecruze Gos gruros

~SH de la misma sutunidzd y se ha postulado gue --

este entrecruzezmiento modifica la estructure de la

enzime cemtiendo le permesbilided de la nembrensg
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sin embargo estos datos experimentzles no son capa
ces de explicar rorqué cuendo sé usen'pucleotidos
en los marcejes con maleimidas tsles como ATP, ADP
etc, se revierte el efecto de estos reectivos, pues
to gue en ultiro csso, esto sugeriris que hzy inte
reccibén con la sutunidad cetelitica; ademés, otro
deto muy importente es que les mzleimidss tifuncio
nales temtien inhiben la bombz de protones, lo gue
entonces tembier hace penssr que estz inhibicién -
se debe al ebetimiento de 4}yH ¥y no 2 vne eccién -
directe sobre CF;.  En conclusidn, si hey intersc
cibn con lz borbz de protones y reversiér. de su —-
efecto inhibidor en presenciz ée nucleotidos, no -
es posible efirmer :-ue af tiene fo:zosarente un pa
rel regulzdor del flujo de protones heste el sitio

catelitico de ls enzime,.

SUEUNIDAD o

- mase moleculer 17 000 - 20 000
- probatle esteguiometria (1)
- contenido de cistefna en % (1)

En cuento 2 su funcién, Nelson N ( 35 ), demostrd

gue cuzrdo se cuitzben les molécules de CFI de 1la

del tilecoide y posteriormente se nuitctra

&)
(0]
B
[l
=
m
n]
[\

lz suturiced J~ , estes molécules ro ersn cepsces

de restzurer la fotofosforilecidbn, pero si se z¢re
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™
gaba a esta mezcla una preperacibn enriquecida de
subunidad & , se observaba la restsuracién de la
fotofosforilscién, lo que llev$ a la conclusidén -
de gue la sutunided J'es le resjorseble del enle-
ce entre la membtrena y CFI' Posteriores estudios
emplesrndo enticuerpos contra qr , confirmeron que
gr era lea subuniced responssble de la unién en—-

tre CFI y lz membrzna ( 17,39 ).

SUBUNIDAD 8

- mesez moleculer 13 000 - 15 700
- protatle estequiometris (2)
- contenido de cisteinz en % (1)

- De su funciébn se he sugerido que ve 2 servir como

un inhibidor de le actividzd de ATFesza.

Fzere la generacién de ATP se reguiere no so-
lerente el enlsce de la merbrzna con CFI’ sino que
temtien es necesaria la integridsd de los grupos -
sulfhidrilo presentes en CFI’ lo cugl fue comproba
do vor Vallejos y iLndreo, guieres proteron gue el
rezctivo especifico de gruros -SH 2,2’-ditiobis-
(-5-nitropiridina) (DINF), inhibfa lez fotofosfo-
rilacién cuendo los cloroplastos eren preincutzdos

con este reactivo en lz luz, inhibiciér gue se —-
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podia preverir con DTT (ditiotreitiol), ADP + Pi
y algunos desacoplentes, ademds DTNP inhibia el
transporte de electrones bzsal y acoplado a2 la -
sintesis de ATF rero no cuendo se desccoplaba es
te previamente, rosteriores estudios cor. o-lodo-
berzoeto, que tarbien es un reesctivo especitico
pere oxidar gruros -5SH; nostreron que este rezc-
tivo inhibe la sintesis de ATP y el trensporte de
electrones zcoplsdo, esto indica jue es necessria
le integridad de los gruros =SH rara gue se lleve
a cebo la ftototosforilacion, lo cusl puece derer-
se, tien a que la resccion catslitice este intima
mente involucrede con estos gruyos 6 como sugie—-
ren Vallejos et al, que los gru os -SE de le sutu
nided cetelitice zsi como los cde ¥ de elgune mane:
ra son cecpeces de }onserver lz energia en lz molé
cula de CFI ( 3,41 ), sea cual ses la tuncion de
estos grupos -SH en la fotofostorilscion, es slgo
gue zun no se ha zsclesredo com-letemente.

Tomendo en cuente los sntecedentes exruestos
anteriormenite, es positle concluir gue CF1 es la
urica perte del cresreto totosintetico gue rcopla
el tiujo de p:otones proverniesnte cdel interior de

& re:btrene del tilscoide ¢ lz sintesis de ATP: -

-

Esto 1ndice entorices, gue CF1 es la enzima res—-
ror.setktle de le sir.tesis de ATY, rero tembtien son

rnecessrios otros tsctores hidrototicos pere esta-
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bilizar el enlace de CFI con la méﬁgrgna del tila
coide, que es la tuente desde donde se va a permi
tir el flujo de protores a treves de la membrana

del tilecoide, con el CFI y al misro tiemio ée en
cuentrs en la memtrene el complejo rrotéico llama

do Fo, gue unido con CFI va a formar el com;ylejo

1lemedo Fo-CF. o complejo de ATFesa ( fig II-15 )

I

Estos componentes de le nembrena, son hidrofd
bticos y corstituyen el conjﬁnto de proteinas gue
se sasbe se encuentrs dentro de le membrana y que
rrotetlerente la atraviesz y zlgo muy importente
es gue rresents une distribucién znisotrépica. -
L este com;lejo er su conjurto se ‘le conce como -
corxplejo CFI—Fo.

Esto guiere decir entonces, gue Fo va & ceta

lizar le trensferencie trensmembrana de protones,
fenémeno que demostré Gould, en sué experimentos
con trifenilestenio el demostrer que este compuesto
podis resteurzr la bombz de protones en cloroplas
tos & los gue previamente se les heblia cguitsto CFI
(15) .

Los josibles mecanismos de la fosforilacién

que tiene lugesr en el cormjlejo CF_-Fo , pueden se

I
perarse en aos cctegoriss gue son: directa e in@i
»ecte,

Er. el mecanisro directo, ce une pri:ero un -

ion fosfzto y el LDF 2 le parte CFI del complejo
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FIG. 15

DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LA ATPasa ANISOTROPICA REVERSIBLE, EN DONDE SE
INVOLUCRA LA NECESIDAD DE UN COMPLEJO DE PROTEINAS DE MEMBRANA.
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enzimdtico. Los protones se.trasladan a traves
de un canal de la parte Fo y atacan entonces a uno
de los oxiIgenos del fosfato, que es separado para
forrmer una molécula de egusa, Finzlmente un oxi-
geno del ADP ctece a la molécula de fosfeto pera
former unz molécula de ATP y la molécula de ATP -
entonces se sepere de le enzime,

En el ceso del mecsenismo indirecto, hay tola
una verieded de mecanismos indirectos, sungue el
més probale puede ser, gue er en locus activo de
le enzime, podrie ser que el ATF y el fosfato inor
génico se combinesran exportenezmente sin lz adi--
cién de energiez libre. Le molécula Ge ATFP resul
tante, quedzriz entonces firmemente unide 2 lz en
zimz y serie necesecrio eplicer energie pare lite-
rerle. La energia podrizn suministrerle los pro
tones uniéndose & la enzima en una porcidn distin
ta del locus sctivo provocendo un cembio conforma
cional en l2 enzime, @ este respecto Boyer et al
proyusiercon uns hiyétesis ée ecoplamierto confor
mecionegl en la cual se sugiere gue para que Se —-
lleve a cabo el cembio conformscionz2l que implica
un ceabio especi{fico pera lz sctividad de ATPesa
de ls enzima y otro difererte perz le sintesis de
ATP y gue este cerbio conformzcionzl era indis——-
rersetle, sin ernbezrgo este modelo no indica de —-

gue rznerez se ottendria le energles necesesria rera
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N

llevar 2 cabo ests reacciones ( 8 ) ( fig II-16 ).
Mc Carty & Fegan, demostraron que el mecznismo
de le fosforilecidén més protstle es el segundo, 2l
demostrar le irkiticidén irreversitle (deperdiente -
de lz luz) cde la foto'osforilecidn ¥ la ectividesd -
de £TPesa por NEN (F-etilmesleirids) cderostrardo que
la luz rrovocz ceambios conformzcionzles en CFI’ - -
dejsr.do €l descutierto los grupos resctivos (gruros
-SH) pere sue pudieran rezccionar con NEM producien

dose £si uns inhiticién gue ro se manifiectez cuendo

se sgrege NEK en lz otscurided ( 22,29 ). Zeto —-
ertorces cofirme ls hipbéiesis de Foyer, ys gue de—-

rustre le existencis de un centvio conformszcionsl, -
gunque rno en sus té:minos, rpucs este certio cornfor-

meciorzl este condicicnede 21 flujo de protones & -

thore gue hemos considerado todas les rezccio-
nes de los yrocesos luminosos de la fotosintesis, -
rolemos LEnNSsr en un {S:Ueme genéral gue oS IUEes—-
tre el flujo de electrores zcorplzdo & le formecidn
de ATP, cue zdemés este en corncordsrcie cor le hipd

tesis de Nitchell, entre el sistemz de trznsporte -

ce elzctrones el cusl se helle seperzao en le mem—-
trene cel sistemsz enisotrépico de £TFese tel y como
se le cernsidere en le zctuslids=d ( tig II-17 ) .
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MECANISMO DE ACOPLAMIENTO CONFORMACIONAL COMO LO POSTULO BOYER
EN 1977
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Finalméﬁ{; es necesario hacer notgr que a pe-
sar de todo lo que se conoce sotre CFI, hay muchzs
coses aun desconocides y las preguntss a contestar
en los proximos zfios serér. fundamentelmente las si
guientes:

l.- ; Cual o cuzles son los compornentes responsatles
de cepter el potencisl electroguimico y como -

funcionen estos componentes?

2.- ;5 Como interzctuesn molecularmente el componente
catalifico, con el compornente aue transfiere
le energia del potencial, asl como el conocer
el mecanismo por medio del cual se previenen
tugas de energia en el sistema?

3.— ¢ Como cetecte el componente cztalitico el po-
terncizl guimico del sistema y cusl es la tun
cion del HY ?

4,- ; Cuzl es el necznismo de le sintesis de ATF =
nivel del componente catslitico? y ; Qué -—-
‘implican los sitios regulesdores del sitio ca

telitico ?
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MALEINIDAS

Se ha eststlecido que los clororlestos in vi-
tro e in situ , asi cormo les particules subcloro--
blesticas, sufren cartios conformscionzles cuando
sor iluminades y como ya fue mencionzdo eznteriormen
te, estos cmsbios esten involucresdos en le sinte—-
sis de ATI, Estos cemtios han sido observedos --
por diferentes métodos, por ejemplo se he demostra
do que el tezmefio medio de les particulas cloroplés
ticas aumenta durante la iluminacién y tambien se
hz observedo contraccibén en otras condiciones, -
La contrscciér. es reversible en obscuridsd, pero -
el hinchariento en ciertas condiciones no lo es. -
Ldemds se hz descutierto oue laz membrana de los ti
lacoides es més resctive & ciertos productos cuen-
do las reaccicnes se hacen en la lué, gue cuando -

les reacciones se hscen en le obscuridad.
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Uno de los métodos mds prometedores para estu-
diar élbs cambios conformscipnales de las membranas
es la modificacién quimica de grupos -SH (con N-de-
rivedos de maleimida), ye que estos estudios han --
sido enceminedos a encontrar cual o cusles son los
comporentes que cembisn su confprmacidn estructural
al verse afectzdos por la luz ( 40,41 ).

El frimer trabajo que se reporta con el uso -

\ .

de N-derivedos de méleimida como reactivos de modi
ficecibn quimica, es el trabsjo de Mc Carty et al,
quienes demostresron que cusndo se treteban cloro—-
rlastos con 1 mk de NEM en la luz pero no en la —-
obscuridad, debz como consecuencia una percial y -
perrenente inhibicién de 1z fotofosforileciébn esi
como uns inhibicién del transporte de electrones -
no ciclico en condiciones fosforilantes, Esto su
giere entonces que la luz produce un cambio confor
macionel que trze como consecuencie la exposiciébn
de los grupos -SH 6 grujos que reaccionan con NEM,
Fosteriormente estos misn&s autores, incubsndo mo=
lécules de CFI cisledes en presencia de PH] NEN y
posteriorrmente desnaturalizsndo ls proteina pera -
ottener sus diferentes sutunidades, corrieron una
electroforesis de estas sutunidades en un gel de -
roliacrilesmida - SDS para poder separar dichas su-
bunidedes, y encontreron que [31-1] NEN se halleba ca

si en su totalidasd en la bsnds corresponsiente a



73

la subunidad & , lo que demostrzba que NEM actua-
ba especificamente en la subunidad Y de CP;. En—-
tonces esto indicaba que los grupos -SH de esta subu
nidzd esteban involucredos en‘él proceso de fotofcs-
forilecién y algo més importente sun es que esto pro
baba que era neceserio un carbio conformacionsl para
que se llevsra s czbo lz sintesis de ATP, y el mismo
tiem; o proteba que NEN no afectaba a la bomba de pro
tones.

Magnuson y Mc Certy, siguieron explotando lz —-

rescciédn de NEN con CF el estudiar lss intersccio-

I
nes del enlace membrans enzima cor nucleotidos y en-
contarron gue cuendo se incubsbban cloroplastos con
1 m¥ de FEN y tejas concentraciones de nucleotidos -
teles como ADF o ATP, se rroduce un fenémeno de pro
teccién de la inhibicién de la fotofosforilacién per
NEM y entonces concluyeron gue CFI contenf{e multi---
ples sitios que podlan reaccionar con los nucleoti--
dos y que uno de esos sitios era la subunidad .
Zsto quiere decir que ,' tiene sitios para - -
o cue la interaccién de les sutunidzsdes 7‘—]8 indu-
ce a2 exroner gruros -SH qsue se protejen en la obscu-
rided, y tembien concluyeron gue tento ATF como ADP

pueden modificar a CF, en la luz (-29,30,44 ).

I
Debido 2 gue estos resctivos ersn zltamente es-

pecificos & los grupos -SH de CF entonces se pen-

I ’
sé en la positilidad de gue estos resctivos tambien
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podfan servir como reactivos de entrepruzemiento -
(lo cusl se logra prep: rendo N-derivados bifuncio-
rsles de releimids). El uso de reezctivos de en-
trecrureriento, es un métodc sumenerte Util pera -
locelizer les proteinas=invdlucrad?s en los cerbios
conformecionales que sufre la membrana y sun més -
que perel desemperizn en las funciones tiolbgicss,
lo que entonces nos dsrfa una idea de la estructu
ra de la proteina.  Aunque los detclles que se ob
tieren con le ayude de técnicas espectroscépices -
son mucho mejores, estes ultimes, no se pueden usar
en este intervalo de-éimensiones.

¥eibs y kc Certy encontreron en 1877 cue la -
meleimida bifuncionsl o-Ferilendimeleimida ( OFDM )
( fig III-1 ) inhibfe 1z fotofosforilscién en clo-

roplastos de espinsca ( Spinsces oleracea ) a con-

centreciones & bajo de 100 U M lo gue guiere decir

gue es uvnes 500 veces més efectiva que NEM,

Figura II1I-1 ESTHUCTUxA DE o-FENILENDIKALEIKIDA
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For otro lado los tilescoides traetzdos con OFDil
mostreron un decremento en la bombe de protones y -
este decremento ere restavrado ror N,N—diciclohexi;

146 opDm ers

carbodiimida, Aden€s cbservaron que
incorporsda en las subunidades r'y 6 del CFI, -
tanto en la luz como en 13 obscuridad y entonces es
muy posible que OFDM reaccione con un grupo -SH de
la sutunidsd & .accesible en la obscuridsd y la —
otra funcidn maleimids restante reaccionsr con un -
grupo -3H de 7'expuesto ¢n la luz, lo que da un --
entrecruzamiento entre ¢os grupos -SH de 2’ (9.).
Estos mismos autores en 1979 trebs jaron con —-
otra maleimida tifuncioral, Uitiobis-N-etilmaleimi-
ds ( DTEM ), ( fig III-2 ), encontrando que esta —-
tambien ers un potente inhibidor de la sintesis de
ATP en cloroplestos y que ademds tambien era un po-

tente inhibidor de la bomba de protones,

Figure 1III-2

| e =55 - cHg—w [

ESTRUCTURA DE DITIOEIS-N-ETILNALEIMIDA

Sin embargo cuezndo se.hidrolizatz el puente -
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disulfuro que t}enen las molécules de DTEM unides a
tilecoides y luego se volvia 2 medir la fotofosfori
lacidén , se encontré que su efecto ahora era como -
el de vne meleiriida monofuncional del tipo NEM, o -
sea gue inhibe la trensferencia de energla rero ya
no & le bomba de protones, y entonces interpretsron
estos datos de la siguiente renera: ILa sutunided
de CFI contiene dos sitios resctivos peras meleimida
uno expuesto y otro erbebido en la membrena o en la
proteInz, de tel manere que cuerndo se incuban los -~
tilacoides en la luz con DTEN, une de lss funciones
meleimide se pega al grupo -SH expuesto en le obscu
ridad y lz otre funcién meleimide se une al grupo -
-SH gue se ve & exporer como consecuencia de un cam
tio conformacionel inducidoe por le luz, lo gue se‘—
traduce en una inhibicién de la fotofosforilacién,
gue cusndo se hidrolize el puente disulfuro de la -
meleimide, va ser revertide percialmeﬁte este inhi-
bicidn y entonces su inhiticiérn es similar & la ob-
tenide con NEM ( fig III-3 ).

A este resiecto es irnteressnte hacer notar que
OFDM y DTENM son dos compuestos que tienen una dife-
rente Jongitud entre sus centros resctivos ( fig -
I1II-4 ), que hace poco probetle gue estas dos malei
midss se esten uniendo a los mismos gruros -SH, e -
incluso es factible gue se ester uniendo & dos dife

rentes sutunidades y ro uricemente a una. Ldends,



SHR-SH

Figura 111-3

INTEKPR-TACION DE NcCARTY SOBRE LA INHIBICION DE 1A
FOTOFOSFORILACICON FOk DTEN -
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DISTANCIAS RELATIVAS EXISTENTES ENTRE LOS NUCLEOS REACTIVOS
DE DTEM Y o - FENILENDIMALEIMIDA
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uno de los problemsas mds importantes del uso de -
reactivos de entrecruzamiehfo en esfudios de_mem-
trenes, es el hecho de gue el entrecruzamiento --
ocurra frecuentemente deé meners azecrosa ( fig TI1I-
5).

Tomzndo en cuenta lo anteriormente expuesto
y édade le importenciz de lss meleimidas bifuhciong
les como refctivos de entrecruzamiento pere la lo-
celizecibn de los grupos -SH responsables de la —-
sintesis de ATF, se decidié llevsr & cebo la sinte
sis Ge Giferentes neleimidas bifuncionsles que difi
erer. unicsmente en le longitud de la csdenz hLiéro-
certoneda, oue separe les funciones msleimide, lo
que dez lez positilided cde otterer diferentes entire’
cruremientos que vern £ depender de le ‘istencia --
existernte entre lss funciones meleimida y esto en-
tonces =ztre lez rosibilidsd de poder 1pcalizar la -
disternciz existente entre los gruros -SE responsa-
bles de la sintesis de ATP, ssi como esber si tni-
cerente se hallen en ung subunidad o se encuentran

distrituidos en dos o m€s de ellss.

SIKTYSIS DE FeALEIRIDAS

Les raleirides N substituides son compuestos

ce férmule generel :
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| ¥ -

y la més sencille de todes es le nreleimida - -
( 1-N-pirrol-2,5-diona, y,y = H ) cuya preperzcidn
dsta de 1904 er. gue plencher y Cettedori la oktuvie
ron & partir de la oxidecidén del pirrol con &cido -
crérico., léds tarde Ferson y Swiller prepararon la
maleimidez jor medio de lz formacidn del educto fura
no-anhidrido msleico,

Considerando lz guimica de las msleimides, se
sebe gue existen dos sitios reasctivos en el anillo.
Le funcién certoxiimide y lz doble ligedura, cedz -
unz de lzs cuesles tiene influencies sotre la rescti-
vidad de la otra, causendo que lz mzleimida ez un
roco diferente 2 la cerboxiimide de tipo ciclico u
olefina ciclica. krrovechendo las vente jss de la
funcibén csrboxiimidea, se prepereron los derivados -
K-sutstituidos tento monofuncionzles como bifuncio
nzles ( reactivos gque fueron rreperados por FPatricia
Gercle y i4na Luise Silva en el depsrtamento de gqui-
mice Crgérica de l2 D E F G de la Fecultad De Quimi
ca ) que mds terde serfan uszdos como resctivos de

entrecruzamiento,

Los derivezdos N-sutstituidos gque fueror rrepa
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rados son los siguientes:
N-metilolmeleimida, la cual fue prepereda a
partir de maleimida y formaldehido al 40 % por medio

de catflisis bésica segin le siguiente resccidn:

OH

N-etilmaleimide

(9] 0

+ NHy—CHy~CHy || ol

~ OH

[ —CH&"’CH3
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|-a0H"

3l

El segundo nétodo consiste en le obiercidn

fel enhidrido 3,6-endoxo-1,2,3,6-tetrechidrofté-
lico a rertir de fureno més snhidrido maleico,
le cual es una resccién de Diels £Llder, el enhi
drido esi otterido se disuelve en &cido &scético
glecizl y se le sdiciones. en el ceso de la otten
ciér de EEN la etileminz y en el ceso de la BM
el hidrzto de hidrezina y finclmente se efectua
une pirclisis de los zductos pere obterer les

maleimides segun les siguientes reacciones:

) N - Uy + @ | d 4 NH =Cly~CHy ~ MHy
I 0 , lr ’
0
‘ S
e Doy
\ o
0
3 -
) 0

¢ o



84

De esta manera diferentes maleimidas fueron

sintetizedas, dichss meleimidas son

1,4-DINALEINIDOBUTANO

(o]
2 [} 4 wiecsncnam o= oy ——
Q
(v} o
| WH -k cHym k= ch =N —
ON HO
") [v]
-2 0H
[+
‘ N — CHz — CH:_—CH;"CHQ," N \
0 o
1,6-DINALEI X IDOHEXANO
(o

2 ‘ Y 4+ Nh ~ CHy~ CHy—CHy~CHy —CHy —CHy = N Hy

(v,



, NH— CHi—=CHy =CHy =l —CHu=CHy — HN
H &

- 2.-0H o

| w-ch-ctmcti-cth ~ch-cu-w |

o
OLTER FIS KALEINIDO NETILICO

En este ceso la metria prime es la maleimida
monofuncionasl metilol, la cuel es condenseda con
otre molécule iguel obteniendose easiel éter,

H (]
.+ H}.QMQ/\OH

)

0

(o,
52. I A,//”\bu
' /6 - to'ouv

o SulFownice

REFIgSo
FHeS

o (o]
l — CH — 0 — CHe — N, |
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COMPROBACION DE LA ESTEUCTURA

Una ve, hecha la sintesis, la comprébacidn de
la estructure se hzce neceseria, ya que se ha infor
mado la rosibilided de lz2 obtencidn de isomeleimi--
das y deda la importencia del uso gue se les va a -
der a estes maleimidas, se procedif a identificer ¥
confirmsr le estructurs de elles, lo cual se logré
ror técnicas de espectroscopia en infrarrojo; Tabla
I y por resonancia megnética protdénica; Tsetla II.

Cuendo se hubo confirmedo ls estructura de - -
estes meleimides, el siguiente peso fue ﬁrober su -
cepacided pera reaccionar con grupos -SH, lo cual
se hizc esprovecher.do la caracteristica de las malel
mides de zbsorber en el ultravioletaz, dicha cerscte
ristice se usé pare determinar la resctivided de —-
les meleimides con grupos -SH, hasciendolss reaccio-
nar con cisteina 2 un pH edecuado y le disminucién
de le zbsorbencia consecuente se deferminé a dife--
rentes interveslos de tiempo Tabla III.

Uno de los perametros importsntes para el em-
pleo de estos compuestos como resctivos de entrecru
zemiento, es le distritucién entre las feses celula
res, psra poder llevar a cabo el entrecruzemiento,
¥y lz forme en gue se puede evelusr esto es con la -
ayuda de los coeficientes de particidén, entonces se

procedié a la determinacién de los coeficientes de

)



t -0-H N=N c-H C=0 . C-OH C-H 0-H
.'BEM —mo-- ----- | 3100 | 1740v1/10 |--- 840 —————
. BM el 3100 | 1760v1740 |--- 840 | -----
8 it 3100 | --------- - 840 | ~=---
1, 4-DMB e IS 3100 | --------- --- 840 | -----
L6-DM | e e 3100 | ~-m--mmm- —-- 840 | —mmm-
MM 3500-3300 ... 3100 1700 |-~ | 840 |-
L i 300 | --------- --- 840 | -----

BANDAS CARACTERISTICAS EN EL INFRARROJO DE DIFERENTES MALEIMIDAS

BEM= BIS ETILENMALEIMIDA, BM = BISMALEIMIDA, EBMM = ETER BISMALEIMIDO METILICO
»1,4-DMB 1,4 pImALEIMIDO BUTANO, 1,6 DMH = 1,6 DIMALEIMIDO HEXANO
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N-N o-n | oS ~CH= | -CHy-
6.7 | 3.7
BEM | S | - S
IH 4H
- 7.02
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4
EBMM | —--- | - S IR P
AF
S SIS, 7):| N I [ S, |
1,6-DMH| === | -------- S [N B
5.42-5.63| 6.88 493
MM | ---- S S 1 | s
D0 | A 2H_
(N [FSSR J J—— NN

BANDAS CARACTERISTICAS DE RESONANCIA MAGNETICA PROTONICA

PARA MALEIMIDAS

TABLA

I1




REACTIVIDAD DE MALEIMIDAS CON CISTEINA

1,6-DIMALEIMIDO HEXANO N-N/- BISMALEIMIDA BISETILENMALEIMIDA
A T (MIN) A T (MIN) A T (MIN)
0.413 0 0.62 0 0.22 0
‘0,391 10 0.019 2 0.167 7
0.368 25 0.182 15
0.347 40 0.149 30
0.306 70 0.102 60
0.245 130 0.012 90
6.195 190
0.157 250
0.131 310
0.113 370

0.086 490
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particién en un sistema zgua/octsnol para simular
las condiciones celulares, obteniendose los siguien

tes resultados:

~ FEM = 1,344

- BH = 2.953

- 1,4-DVB = 1.29

- 1,6-DFH = - - - -
- EEKM = 0,752

- NEM = - ---
- N = 0,1384

Aoui es muy importente hscer lz sclerecién de
cgue los coeficientes de perticién gue se espereban
en bese & sus grupos poleres y mese molecular son:
1,6-DIMH 1,4-DNMB FEM  NEN BM EEMM y los - -
que se obtivieron son : BY BEM 1,4-DMB  EEMM -
MM ( 41 ).

Otro factor que es determinente pasre poder -
emplear las maleimidas btifuncionesles, como rezcti-
vos de entrecruzsmiento, es la existencia de la dis
tencie sdecuzda entre los centros reactivos, ya que
la maleimida puede ser muy resctiva hecia los gru-
ros -SH, pero si estos no se encuentren a una dis-
tencia igual & la que hay entre los nucleos malei-
midicos, no se lleverd a cebo el entrecruzamiento,
( fig III-6 ).

Les meleimides gue fueron sintetizesdas debido

a que tienen longitudes de czdenzs hidrocsrbonzdss



FIG. III-6

., PROBABLE MECANISMO DE REACCION DE UNA MALEIMIDA BIFUNCIONAL CON DOS GRUPOS - SH VESINALES DE LA
<" MEMBRANA EN DONDE SE MUESTRA LA IMPORTANCIA QUE TIENE LA IGUALDAD DE LAS DISTANCIAS EXISTENTES
ENTRE LOS NUCLEOS REACTIVOS DE LA MALEIMIDA Y LA EXISTENTE ENTRE LOS GRUPOS - SH QUE VAN A REA-
CIONAR. %



Figura 111 - 7
IR s oSN

N,N- bisdimaleimida

MM = 192 g/mol

1,2- dimaleimido etano
M = 220 g/mol

b o
14
8.4 4 1
0o
J=CHs = O ~CHs =N Eter-bis-maleimido metilico
o
MM = 236 g/mol
o
[«
9.7 & |
)
o
1,4- dimeleimido butano
= CHy =CHg= Chiy = CHz =~ N ¥M = 248 g/mol
S
25 A ]
o]
1,6-dimaleimido hexarno
CHs~CHz =C Ha=CHz= CH: = CHy = A ) WE = 276 g/mol
o
-CH,~ OH Maleimida metilol

M = 127 g/mol
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diferentes, lo que nos va a permitir tener diferen
tes distancias entre centrd féactivo y centro reac
tivo, lo que sunedo & sus contormaciones més proba
bles, nos va e permitir movernos en un rengo desde
los 5.5 A hesta los 11.5 A , como ruede okserverse
en la figura ( III-T7 ).

Los diferentes N-derivedos de maleimida gue -
fueron probzdos en este trabajo van a presentsr u-
na conformecion o6ptime y une conformacion roco - -
rrobeble segun el tipo de moleculza de cue se itrete
por tanto es neceserio conocer como esten distri--
buidos su ¢tomos en el espscio, lo cual lo podemos

observer en les sigulentes figures.
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MATERIALES Y METODOS

i

l.- AISLLNIENTO DE CLOROFLASTOS DE CLASE II ( sin -
memtrena externa )

El método que zgquise describe es uns modifice-
cién a la sdeptzciébn heche rerzs nuestro letorestorio
de lz técnica publiceda por Teskaoki et gl ( 43 ).

30 g de espinsces ( Spinecea olersces ) previa

mente lavedzs, se gusrdan en el refrigerzdor la no-
che anterior conservéndolas humedas, Se les quita
la vena central y la puntz, se piczn finemente y se
colocan en un veso de licusdora (enfricdo en conge-
lzdor Qurente 30 min ). se edicionan 180 ml de me
dio de aislamiento ( 200 mM de secarosa, 20 mM de -
tricina, 5 ml de lgCl,.6H,0, 50 mM de KCl y 0.5 mM

de zscorbzto ), se licua durante 5 segundos in{ermi
‘tenterente, Inmedistemente se filtra e traves de

4 cepes de gasa colocades en un enbudo de filtra—-
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016n réplda,&para eliminar los re31duos de hoja -

Tque no fueron‘molldos. El homogenlzado se colo-
ca en los tubos de centrifuga previamente erfriaz
dos y se equilibren, Se centrifuge 2 1500 rpm
durente 3 rinutos ( en uns centr{fuga FSE modelo
LR-6 con cesbezal ); en este paso se elimine el se
dimento que contiene les cé;ules enterss, nidcleos
y pared celular, El sobrensdente se centrifuga
a 3,500 rpm durente 8 minutos. Se eliminz el —-
sobtrenadante y el sedimento que contiene los clo-
roplstos se lsve con un medio de resuspension (
100 mk¥ de secerosz, 20 mM de tricina, 5 mM de - -
kgCl,.6H,0, 50 mk de EC1 ); -cuidedoszmente con un
tubo de ensayo que contiene hielo se rerueve el -
paguete de clororlestos, se homogeniza y se centri
fuga a 3 500 rpm por 8 minutos. Este rrocedimien
to de levedo se repite dos veces con 1l& finalided
de eliminer impuregzss. Firalmente el sedirento se
resusrende en 3 n:1 de medio de resuspension sin BSA
¥y se conserva en un tubo de. enszye cutierto con —-
repel zluminio & beje temperstura en un bafio de —-
hielo. En estz .metodologia es importsnte conser-
var la temperatura a 4 °C como méximo y & un pH de
g.00 .
II.- DETEEMINACION DE CLC-CFILA

Esta determinacidén se reelizépor un método es

pectrofotohétrico, cuyas ecuzciones fueron deriva-
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das de los coeficientes de absortividad molar de
las diferentes clorofilas ( 28,45 ).

A tres tutos de ensayo de 13 X 100 se les adi
ciona 5 ml 4: ecetona el 80 %. A dos de ellos se
les pone unz elicuota de 20 Al de le susrersion de
clorcplestos previezmente homogerieizedes, se cubren
los tres tubos con repel perafilm e inmedistemente
se 2giten en un vortex ror 30 segundos y se incu--
ban en la obscuridad cdurante 5 minutos; se centrifu
gan les dos ruestres en una centrifuge clinica mo-
delo CL No 197 & , & velocided méxime por 5 minu--
tos, se decenta y &1 sobrensdente se le determina
lz sbsorbencia 2 649 y 665 nm contrz el blanco de
acetone en un espectrofotometro Csrl Zeiss M4 Q 111,
45309-PNQ 11 26275, celculendo los vslores con le -

siguiente ecuescién:

clorofila total

en mg / ml = 6.45 ( A665 )+ 17.72 ( A649 )

III .- MLECAJE DE CLC:OFLASTOS DE CLASE II CON ki-
LEINIDAS EIFUNCIONALES
El merceje de cloroplstos se rezlizé segun una
adaptacidén el método rerortsdo por Nec Carty et al -
pera NEM ( 29 ).

En una cubete refrigersds por agua, se colcan
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7 ml de un medio de resuspension ( 100 mM de saca-
rosa, 20 mM de tricina, 5 mM de MgC12.6H2O y 50 mM
de KC1 ), se colocen 70 fI1 de mv 0.5 M y 140 flg de
clorofila ( 20 U g /ml ) y se irncuta ror un minuto
en la luz y/B obscuridad con concetrzciones crecien
tes de maleimides bifuncionzles ( 0.0, 0.05 mM, 0.1
mM, 0.3 mM, 0.5 mM ),unz vezr terminzds lz incuba--
cién se procede a peser el conterido de la cubeta

a un tubo de centrifuga qﬁe prevismente contiene -
15 ml de uvna mezclas de resuspension similar a la -
enterior con le diferencies de que este contiene —-
0.1 % de BSA desgreszda y .05 ml dé 2-mercsptoeta
nol corncentrada ( cuys funcién es perar la reaccién)
y se centrifugen los cloroplsstos (. ashora marcados )
en una centrifuge KSE modelo LE-€ con cebezal & —-

5 000 rpm por especio de 10 minutos despues de lo
cual se desecha el sotrenadsnte ( fig IV-1 ) .

Pzra ls medicién del transporte de electrones
los cloroplestos marcados se resuspenden en 7 ml de
unz mezcla de resccidn gue contiene 100 mlk de saca-
rosa, 20 mM de tricines, 5 mM de MgClZ.6H20 y 50 mM
de KC1 y 0.1 # de BSA desgresada.

Pzre le medicién de le bomba de protones y la
fotofosforilacién, se resuspendié & los cloroplas-
tos msrczdos en 7 ml de una mezcla de reaccidén gue

contiene 100 mk de KCl y 5 mil de MgClQ.6H20 .
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Fara realizar los mércajes se siguid el esquema

que se muestra a continuacidn:

concentrecién
ml de de reriodo de
tubo ¥ R rzleimide incutscidn
1 7 - - - - 1 min
2 7 - - - = 1 min
3 7 0.05 mM 1 min
4 1 0.05 mM 1 rin
5 7 0.1 mk 1 rin
6 7 0.3 mM 1 min
7 7 0.5 mN 1 nin

IV .- KLACAJE DE CLC-CrLASTOS DE CALES II CCN MALEIL
MIDAS EIFUNCICON&LES FELVIO NM4RCAJE CON NEEF EN

Lt OESCUEIDED.

En une cubeta de vidrio refrigereds por zgua
se colocen 7 ml de medio de resuspensién =in BSA
( 100 mM de szczrosz, 20 m¥ de tricinz, 5 mM de -
MgClZ.6H20 y 50 ml’ de ¥Cl1 ) 2 los cusles se zgregesn
70 U 1 de MV 0.5 M ( =sceptor ertificisl de electro
nes ) y 1404 g de clorofila. Se incubz por un -
miruto con 0.1 mk de NN en le obscuridsd e inme——
disztemente despues se incuba con concentraciones -
crecientes de meleimida bifuncionsl por un rinuto

en presencia de luz ( fig IV-2 ): uns vez termine-



FUNDAVENTO DEL MARCAJE DE TILACOIDES CON MALEIMIDAS BIFUNCIONALES PREVIO MARCAJE COMUN EN LA OBSCURIDAD.



106

da la incubacidn, se procede a pasar el contenido

de‘la cubeta a un tubo de centrifuga que previamen
te contiene 15 ml de medio de resuspersion con 0,1
% de BSA Gesgresada y 0.05 ml de 2-merceptoetsnol

( pere parer lz resccibén ) y se centrifugen los --
cloroplestos a 5 000 rpm por espacio de 10 minutos
en una centrifugs KSE modelo LR-6 con cestbezel, des
Pues de lo cual se desecha el sobrenadante y se —
procede.a medir la bomtz de protones y la fotofos-

forilacién.

V .- MEDICION DEL TRANSPOETE DE ELECTRONES

Beséndose en el hecho de gue por efecto de -
la luz hay fotblisie del =gus, y de que el oxige-
no es un elemento electroinducible, originando una
onéa que se puede detectar ror medio de un electrg
do, que mide el gradiente electroguimico por efec-
to de la concentrecibén de oxigeno menteniendo cons
tante el voltaje @#plicsdo, se empleo en este caso
un electrédo de tipo Clerk ( 12 ) que mide los ——-
cambios de concentracién de oxigeno que se produ--
cen por la fotdlisis del sgue. Este electrédo es
ta compuesto por un céiodo de platino y un dnodo -
de plata los gue estan er contzcto con una solu--—-
cibén concentredz de cloruro de rotesio, la que a -

su vez este contenidsz en una membtrezna de politetra
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LT e e e
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fludroetileno ( PTFE ) que estd en contécto con
el medio de reaccidn, protegiendo al electrédo -
de substsnciss conteminentes y siendo permezble
a geses, Se considere gue la permesbilided es
selectiva, porque en el ceso perticular del oxi
geno en la mezcla de reaccidén es el dnico que -
estéveriendo. Aplicando un voltajg de 0.5 a 0.8
Volts a trsves de los electrédos, 15 corriente
es proporcionsl a la concentrecién de oxigeno -
en lz cubeta de reesccién,

En el electrédo de tipo Clerk se efectian

les siguientes rescciones:

Anodo

4 agt + 4 c1” > 4 £gCl + 4.e
Cétodo
——-.+ _ -

4 H + 4 e + 02 > H20

4 H' + 4ag" + 4C17 + 0,—> 4 AgCl + 2 HY0

Los centios de corriente detectados en el -
electrédo son itrsducidos a voltaje ror un ox{me-
tro construido por el Dr Richard‘ﬁilley ( en nues
tro laborastorio ), este Wltimo estdconectzdo 2 un
registredor Beckmen con ung e;tr?da de méximo de
10 mV, lo gue eguivzle a 1-2 equivalentes electréd
nicos,

El esqueme mostredo en la figura ( IV-3 ) -
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1.- FuENTE DE LUZ

2.- LENTE DE lzawa
3.~ BASE DE AGITACION
l4,- CAMARA DE REACCION
5,- OXIMETRO

6.- REGISTRADOR

DIAGRAMA QUE MUESTRA LA DISPOSICION DEL EQUIPO PARA LA MEDICION DEL TRANSPORTE DE
ELECTRONES
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’ilustra la disfosicién del equipo empleado, que -
consta de lo siguiente: Un pro&ector Sawywers con
una lempera de 560 W para prororcionar luz hesta -
seturecidn, el reyo de luz pess a treves de uvna —-
lente de Isewz gue ccnsiste de une solucién de sul
fato de cobre al 2 %, contenida en une metrez de -
bola de 500 ml, que hezce la funcién de filtro, con
centrando la luz y eliminendo el cezlor de le lampa
ra para que este no llegue a la cémsra de reaccién
le cuzl 2 su vez se encuentra refrigersdz ror agua
este cdmera estd sostenide sotre un agitedor megné
tico gue nmantiene horiogénea la suspension y le cual
a su ves tiene sdaptede el electrbdo de tipo Clerk,
donde se zjuste perfectemente.

Pare medir les rezscciones, se usé une meczcla
de rezccién stendard que contiene : 100 mM de saca
rosa, 20 mM de tricina, 50 mM de KCl, 5 mN de KgClz.
6H,0 y 0.1 % de BSA desgreseda,

La celibrzcibén se reeli:6 con le rmezcla de -
reaccibn stenderd y 50 mk de ferricienuro.

En todes les maleimidas se probé el transypor-
te de electrones besezl ssi como el fosforilanté.

Les reacciones efectusdes en le mezcla son:
“ezccidbén Totsl PS I + IS II

HQO-————————) MV
2H20 + 2 W ———>2z I‘JVH2 + 0

2 LVH, + 20, + 4 —» 2 H,0,
IS

trensportendose 1 0,/ 4 e
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Calibracidén

H20’————9 Fe(CN)6

+

¢ Hy0 + 4 Fe(CN), > 0, + 4 H + 4 Fe(CN)g

trensportendose 1 0O, / 4 e

Los trazzos obtenidos en el graficador nos in-
dican la velocided de consumo o produccién de oxi-
geno, lo cual se puede determinar comperzndo la --
pendiente del control con los trazos obtenidos pa-
ra los diferentes protlemes con las meleimidss, --
celitrendo con unz solucidn de Fe(CN)6 0.05 M que
cuznic se sgregan 10 AL 1 esuivele a 0.5 Al eq de e
en z ml, lo gue se emrprlea perez hacer la conversion
e microequivelentes ce electrones por hore por mi
ligramo de clorofila, que es la expresion final -

del resultsdo :

0.5 Meg e” X 60 min/Hr -
No de linesas mg/r:l de clo-
recorridas rofila edicio
2l celibrar nzda

M ea e/ Hr / mg de clorofile.



FIGURA V-4

.

PROBABLE MECANISMO DE REACCION ENTRE EL METIL VIOLOGENO Y LOS
ELECTRONES LIBERADOS POR LA CADENA TRAMSPORTADORA DE ELECTRO-

NES
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VI .- MEDICION DE LA BOMBA DE PROTONES

Se mide el gradiente de protones, registrsndo
los ceritios de pH en un potenciometro ( Corning mo
delo 12 con una escezla expsndida ), a la mezcla de
rezccidén que contiene los cloroplastos, cuando es-

H_ ¢,

te es ilumineda 2 un p

Le velocided y el cembio de pH se pueden cal
cular por la diferencia de pendiente y tamafio del
trazo, debida & lz zlceliniracibén del medio al ser
irensportados los rrotones haciz adentiro de los ti
lacoides, El flujo inverso de protones sucede e-
cuando se gpsga la luz, pero con une velocidad me-
nor.

El redio de resccién stendard contiene 100 mM
de KC1 y 5 mM de KgCl,.6H,0 y U.5> mM de KV, tiene
ademés zORM g de clorofile por ml.

Los instrumentos empleados se esguemetizan

en la fig IV-5 ; el esuipo consiste de un proyector
Sawyers con una lampara de 00 W, haciendo pasar -
la luz por unz lente de Isawa, pera concentresr los
rgyos y elirinsr el calor. La cubeta de reaccién

tiene doble csmisa con tlujo de sgus para conservar
la temperztura, dentro de ls cubeta de reaccidbn.se
sumerge el electroédo coneciado &l potenciometro, -

el cuzl esta conectedo a un grsticedor Eeckmen, que

registra los cambios de pH pror medio de los cambios



1.- Fuente DE LUz

2.~ LENTE DE Izawa
3.- BASE DE AGITACION
L4,- CAMARA DE REACCION
5.- PoTeNcIOMETRO

6.~ REGISTRADOR

DIAGRAMA QUE MUESTRA LA DISPOSICION DEL EQUIPO PARA LA MEDICION DE LA BOMBA DE PROTONES.
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de voltaje que registra, .«

Cusndo se iluminan los cloroplestos se genera
un grediente rrotorico en el que se esten translo-
cendo los protones hacia el interior del tliécoide
de los cloroplastos y por tanto se alceliniza el -

medio externo gque es el pH qug mide el electrédo.

VIl .- MEDICIUN DE LA FOTOFOSKFORILACION

Se mide le generecioén de iones OH  gue son —-
exprulsedos hacia el medio externo del tilecoaide, lo
cual se logra registrendo los cembios de pH en un
potenciometro ( Corning modelo 1lZ con una escala -
expendida ), a la mezcla de reaccibn, cuendo esta
es iluminede e pH =8 .

lz velocidsd de sintesis de AlY se puede cal-
culer por la diferencia de lz jendiente de los pro
blemas con les diterentes meleimidas en contreste
con el trezo control y calibrendo con Y AL 1 de HCl
U.US5 N .

El medio de resccior. stendard contiene 1UU mlk
de KCL y 5 mM de MgCl,.6H 0, U.b mk de MV, 1V Jiyy
de P2 U.3 M/ ml y 10 J. 1 de ADF U.1 M z ml,

Los instrurmentos emplezdos se esguematizen en
la tigura 1V-5 y el esuipo es el mismo que se Ges-

critié pers le torte de rrotones,

Cuendo se iluninen los clororlestos se inicia
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la sintesis de ATP treyendo como consecuencia la libe
racién de iones OH™ provenientes del tostato inorgé--
nico, resccion gue se lleva a2 cabo en la ATrass del -
cloroplesto, y como le sintesis de Al'P se ve & llevar
2 une velocidzd constente entonces se vea a observer -
una constante liberecion de iones GH 1lo cuzl se va a
reflejar en una consteznte slcalinizecibén del medio ex
terno.

Los trzsos obtenidos en el greticedor nos indi-
can la velocidad de sintesis de. ATP, lo cuel se puede
determinar compsrando ls rendiente del control con —-
los trezos obtenidos por 1os d;Ierentes protlemes con
meleimidas, celibrendo con HC1l 0.05 N 5 A1 gue egui-
vele € U.UbJU.eq de H' 10 gue se emplez pere hescer la
conversion de microequivalentes de ATP por hor:z por -

mg de clorofila, que es la expresion firsl del resul-

tedo :
0.05 A _eq ATP X 60 min / Br -
No de liness rg/ml de clo-
recorrides rofila adicig
21 celibrar nada
Jleq ATF / Hr / mg de clorofila.



116

RESULTADOS Y DISCUSION

l.- Efecto de maleimidas monofuncionales en el -
transporte de electrones besal y fosforilente.
En les figures V-I y V-3 , podemos otservsr -
el efecto de las meleinidss monofuncionazles sobre
el trensrorte cde electrones besel cucndo se incuban
los cloroplestos er. presencia de meleimides en la
luz y cuenéo se incuban er le obscuridsd, se puede
obtservar gue MN inhite el transporte de electrones
tesel cuendo se incute en le luz pero no cuendo se
incuba en la obscuridad, lo que sugiere que LM es
un irhibidor del trensporte de electrones, pero pa
ra gue puedes inhibir necesita de lsz presencia de -
le luz rrotbeblezente porgue lz luz induce un cambio
conformacional en la membrana, que permite su en--
trede heste lz cedenz transroritzdora de electrones
0 tien cue se ex)onen gruros -SH gque en la obscurl
deé no esten exyuestos y entonces puede heber rezc
cibén con la meleimids monofuncionel. Si esto es

esf, entonces es facilmente expliceble porgue el -
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trensporte de electrones fosforilant; es inhibido
por MM y no por NEM como puede observarse en las
figuras V-2 y V-4.

2.- Efecto de maleimides monofuncionzles en la --

tomta de protones y fotofosforilacidn,

En les figures V-5 y V-7 fuede observerse gue
ni M ni NEM, tienen ningun efecto sobre la tomba
de protones, lo que nos permite concluir que su - -
efecto no es a nivel de las rescciones de trensferen
cie de energfe, yaz que no hay inhibicién de de la
genersciébn de ApH. Cuendo se midid le fotofosfo-
rilecién ( figures V-6 y V-8 ), se pudo observer -
gue NEN inhitrfs lg fotofosforilscibén cuendo se in-
cubaba en lz luz y rno en le obscuridsd, lo que de-
mostreba que NEK es un inhitidor especifico de CFI
como ye estaba reportedo en la literestura. Sin -
embergo en el ceso de MM, se vio que aperte de in-
hibir le fotofosforilscién cuendo se incukeba en -
la luz, terbien presenteba un efecto inhibitorio -
en la obscurided cuando este compuesto se hella en
altes corcentreciones, lo cuazl estéd concordando con
el hecho de gue este compuesto es un inhibidor de
laz cedena transportzdorz de electirones y es intere
sente noter que la tUnice diferencia gue tiene este
compuesto con KE¥ es un grupo OH en vez del CH3 -
de NEM, rerc como puede verse esta diferencis es -

mds que suficiente pera cambier el sitio de resccidn
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con grupos -SH que va a breferir el reactivo y asi
afectar diferente funcién.
3 .- Efecto de meleimides bifuncionales en el trans

porte de electrones besal y fosforilante,

En les figures V-9 y V-11, se puede otservar
‘el efecto de las diferentes meleirides en el trans
porte de electrones bessl y como puede verse, BK,
EBMM, y 1,4-DKE no rresentan ningun efecto sobre el

trensporte de electrones bzsal cuendo se incuba- en:

=

¢ luz, mientrss que cuasrdo se incuben en la obscu
ridad solo BN y EEMM no presenten ningun efecto so
bre el trensrorte de electrones tasal. Con respec
to & les demés maleimidas, puede verse que REN y -
1,6-DNH son inhibidores del sistema de trens)orte
de electrones ya que inhiben el transporte de elec
trones baszl tento en luz como en obscuridad, sin
embergo un-détto interesente se tiene con 1,4-DNB -
ye cue este no inhibe en le lugz pero si en la obs-
curided, lo gue ruede sugerir que se este uniendo
z une protelnz de rermbrens gue este intimamente -
ligede con la cadena trensportadorz de electrones,
y cue tiene grupos -SH que estan accesibles en la
otscurided y en csmbio en la luz es probable gque
sufra un cembio conformecional de tal forma gque -
ahorz se encuentran esccndidos dichos grupos -SH

y entonces no son detectédos ror laz meleirida. -
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Ademds - es importsnte hacer notar que al ser malei
mides de diferentes longitudes hidrocarbonadas lo
més 1l6gico esperable es que se encontrard una dis
tencia 4ptime de inhiticibén y sea de le cedenc -=
trensportzdora de electrones o de la sintesis de
ATP, pero como puede verse zguf, no hay relescién
entre la longitud de le cedena Lhidrocerbcrnsde y -
la inhiticién,

Cor. respecto 8l transporte de electrones fos
forilente ( figuras V-10 y V-12 ) se ruede obser-
ver gue el trsnsgorte de electrones fosforilante
es afectado por todzs las maleimidas & ecepcidn
de EBEMN cuendo se incuben los tilacoides con malei
mides en la luz. Parz el cezso de EEM y 1,6-DVH
erz 16gico ya gque como dijimos entes son inhibido
res del trensrorte de electrones, lo que es compro
tado por la inhibicién gue muestran estos compues
tos en la obscuridad ( fig V-12 ), aqui es intere
sente hacer noter que 1,4-DMF activa el trensporte
de electrones fosforilante en la obscuridead.

Er el ceso de 1,4-DKB se otserve entonces una
inhibicién del transporte de electrones fosforilan
te cusndo se incuten los tilecoides con meleimidss
en la luz lo cual podrie sugerir que este cqmpues-.
to 0o estd zctusnic sobre lz ATPssa § esté sctuendo
¢ nivel de lezs reacciones de trensferenciz de erner

gfa; sin embsrgo, este mismo comrpuesto muestra un
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incremento en el transpor%e de elecffﬁﬁgs foé}ofi
lante cusndo se resliza la incubécién en la obscu
rided y entonces esto podrf4 sugerir que es un de
secoplente, pero esto se sabré cuendo se enslizen
los resultedos de le borbz de rrotones y fotofosfo
rilacién., TFsra EM se puede observar una ligera
inhibicidén del trensporte de electrones fosforilan
te terto cuesndo se incubs en le luz como en lez obs
curidad lo gque entonces sugiere que entonces sugie
re gue este compuesto o sctle 8 nivel de les reac-
ciones de trensferenciz de energie o bien sotre la
LTPess, pero aun es mss interesente notar cue EBNE
cesi ro sctus en el trersrorte de electrones fosfo
rilante ni en le luz ni en le obscuridad, lo.gue -
entonces guiere decir gue EBMNM estd entrecruzando
en grupos -SH diferentes a'los aque entrecruzan las

demds meleimides.,

4,- Efecto de meleimides bifuncionales sobre lez -

3

bombe de protones.

Como puede otserverse en las figuras V-13 y
V-15 1las emleimides 1,6-DMH y EENK no presenten -
nirgun efecto en la bombz de protones ni cusndo -
se incuba en la luz ni cusndo se incubs en la ots
curided, lo cual concuerda con el hecho de gue in
hiten & le cadena trensportsdora de electrones, -

pero pera gue esto see reslmente concordsnte, es
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necesario entonces prpponérﬁaue pé%as%ﬁéleimidas -
inhiben a nivel de PS II y no antes, ya que si fue
re es{ deberfzn inhibir a la bomba de protones, --
pera el csso de 1,4-DKB se puede observar gue inhi
te a la bomba de protores tanto en luz como en obs
curidsd unicemente cuando se halla en altas concen
treciones, siendo meyor su efecto cuzndo la incuba
cién se hece en la lugz, tal vez porque se una a --
glguna protelna intimamente ligeda a la cadenz -.-—
trensportezdora de elcirones como se habfa sugerido
anteriormente y de ser esi este pfoteina debe es-
ter en FS II. El compuesto més interesante en la
inhiticidén de le bombs de protones, es el EENMX ya
gue este es el més potente inhibidor de la bomba -
de rrotones y sclamente inhibe en presencia de la
luz, lo cual ruede sugerir que este compuestio ec-
t94 espec{ficamente sobre la bomba de protones y
solamente la inhibe en preséncia de la luz lo cual
indica gue es indispenssble la luz para que se pue
de llever a cazbo ests inhibicién t2l vez porgue la
luz induce un cemtio conformecional que rermite -
gue se expongsn grupos -SH a los cuales se puede
unir este compuesto siendo muy 1importznte el he-
cho de gue estos grupos -SH tienen una distsncia -
iguesl 2 lz que exigte entre los centros- resctivos
de este mzleimida lo oue explice porgue solamente

esta releimide produce este efecto de inhibicién
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de la bomba de rrotones.,

Finalmente tambien se puede observar que BM
es un potente inhibidor de la bombz de protones
cuenéo se incuts con tilzcoides en la luz, rero
esta maleimiga presente un etecto de inhibicidn

.

sunamente intereéante, ya que inhibe unicemente
g le concentracign de 0.1 mlf y despues de esta
concentracién se revierte su etecto inhibitorio
como puede observerse en la figura V-13, ern cam
bio cuendo los tilscoides se incuban en la okscu
ridad no se presente ningun efecto inhibitorio.

5.—- Efecto de maleimides bifuncionales en la foto

fosforilacidn.

Ern les figuras V-14 y V-16 se rmuestra el —-
efecto de las emleimidas bituncionzles en lea fotg
fosforilecidén y como puede verse & exeprcién de ——
KBEKM y 1,4-DME gue inhiben potentemente la foto--
fostorilscion, les demés maleimidés no presentan
ningun efecto sobtre le fotofosforilacion cuando -
los tilacoides son incubzdos con les maleimides -
en la otscuridad.

En el cezso de la incutzsciorn con la luz, nue-
varente se ve gue EBNM es el mes potente inhibidor
de le fotofosforilecion lo cual es logico rorgue -
este compuesto es el més potente inhitidor de la -

borbe de prctones, lo que entonces nos confirma ——
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que este compuesto actuamé niveipégﬁla bomba de -
protones pero no nos descarta ia posibilidad de -
gue ectue a nivel de CFI, por otro ledo se vuelve
a ver este etfecto de K de inhitar a la concentra.
cion de U,1 ml y luego revertair su efecto, lo que
tembien indica gue tambien actuea & nivel -de bomba
de protones. Se ve'unz inhibicién de i,4-DKB la
cual nuevamente se hece muy evidente a concentrg—
ciones altes lo que ertonces confirma gque estad —-
actuendo sobre cadena transportedors de electrones
ccmo ya se dijo y entonces esta inhibicion de la
fototostorilacion no es mes gue un retflejo de su
eccion en le cadene de trsnsporte de electrones,-
teambien puede observarse una inhibiciorn por perte
de 1,6-DF¥H la cusl se debe & gue como ya se mencio
né es un inhibidor de la cadena de transporte de
electrones y en el caso d= PENK es interesante e -
intrigente ver que siendo un inhitidor de le cade.
ne de trenstorte de electrones no inhiba 2 la toto
tostorilacidn,

De lo enteriornente expuesto, se puede con--
cluir que ; EEN es un inhibador de la cadena de -
trensporte de electrcnes.,
1,6-bﬁH inhibe & lez fototostorilezcidén debido a gque
es un inhibidor de la cadena transportedora de elec
trores,

1,4-DKB es un compuesto que probzblemente se enciyen
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tre ectuendo sotre una proteina de membrena 1intl
ramente ligada con la cadena de transporte de elec
trones y de ser as{ muy probablerente estez protei-
na se encuentra en PS 1l.

Egkl  Se encuentra ectiuendo o tien a nivel ae la -
tomba de protones o bien sotre zlgunz2 subunidad de
le ATEasa_gue:éee cepsz de tloguear o rno el canal
de rprotones,

BM Tiene uneg zccidn similar & la de EBMM, pero es
te estd ectuando 2 un nivel éiferente lo cual es -
16gico porgue es muy diferente le distenciz erntre
los nicleos reasctivos de BN yrde EEMM,

-

€.- Efecto de meleirides tifuncioneles en le foto-

fosforilacidén y bombes de protones jrevio rmzrceje -

con NEIX en lz otscuricead.

Coro con los catos ernteriores era muy dificil
concluir cue EBMN inhibiz unicemente & ls bomba de
protones, era necessrio protrar esta hipdtesis, ade
més si teniamos una reesccidbdr de entrecruzsmiento -

corr sutunidsdes de CFI ere neceserio serer si los

H

gruros -SH gue estetercs ertrecrvzznéo eran los gue

I\
ct
QO

se exronen en la luz o se ir t

m

de uvrxr entrecruze
riento como el rerortzdo ror el Dr ke Certy en su
revieidn de 1980 en donde se irndica gue hay un en

trecrvzamiento entre ur grupo gue se exrone er 1g

M
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Lo
obscuridad y un grupo que se expone en la luz, o
eren dos grupos de diferentes subunidades que se
exponén en la dbscuridad, por lo que se decidié
reelizer une incutecidbn con KEM en ls obscuridsd
( ya oue se ha comprobzdo que en estzs condiciones
NEM no efecta & ninguna de las mediciones gque se
ven & reelizsr)para bloguear los grupos -SH que
pudieren servir de encla para que se unieran es-
tes meleimides bifuncionsles, y los resultsdos gue
se obtuvieron son los siguientes:

Eomba de prrotones .- Como puede verse en la figura

V-17 ningune de las maleimidas bifuncionales actia
chors sotre la tombez de rrotones a exepcidn de - -
1,4-DiE,10 que terrina de comprober gue este com-
ruesto sctis 2 nivel de lz cedena trensportsdora
de elctrones y no en tomba de protones, lo cual se
sugiere yz gue la cinética de inhibicidén es iguel
a2 le observada en la figura V-13, pror otro lado -
esto confirma gue hay un entrecruzamiento entre -
dos grupos -SH que estezn expuestos er la obscuri-
dad y EEMN es guien se pega ern ellos, y& gue cuen
do se tlogueer. estos ya rno se puede peger EEKN y
entonces y& no es cepez de inhibir 2 le bomba de
protones, lo que entonces stre la posibilidad de
gue EBKN es un compuesto ruy especifico rarz ls
torba de :roiones y entonces con la ayuda de EBKN

seé puede treter de locelizsr en gue parte de la
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membrana se haya losclizeda Ia'bomba de protones,
finslmente es interesante observar que BM sigue con
servando su cinética de inhibicidén en lz bomba de -
protones jero este compuesto se une & dos gruios -
-SH cue se exponen unicezente en le lugz,

Fototostorilacibn

Cono puede oktservaise en la tigura V-15 EEN --
corserva su mismg cinétice de inhibicion gue en los
czsos enteriores, ceso curioso es el 1,6-D-H ya que
este compu sto zhore no inhite nzda, lo guiere de—-
cir ertonces gue si esté zctuendo & nivel de la - -
ATrasa o tsmbien pudierz signiticar que este compues
tornecesite de gruros -s5H cue se exyrongen en le luz -
pera que puede sctusr en lg cedenes trensrortecora -
de electrones y es por €so oue 2gul no muesire etec
to, rero con los daetos que se tlenen no puede ser -
ecleredo. tere el ceso de 1,4-DMB es importante -
hzcer notar que aqui he cembisdo l& cinética de 1in-
hibicion lo gue sugiere gue ademds de actuer en la
cedene transportzdore de electrones como yz se des-
cribié, tentien intersccione con la ATPesa y en es-
te caso zctua en diferentes lugares, o tier es posi
ble gue como zhora ye rno hey gruios con los cusles
ruede znclerse, entonces steca a le ATPasa, Cuando

se znelizs lez cinéticae de inhiticiér. de EN ahora se

I\

ve gue he dessperecido por corrleto ess inhibicidn

a 0.1 mli que @espues se revertfa y shorz se tiene
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una cinética de inhivicién constsnte, lo gque nos -
indica de que se une a dos grupos -SH que solamen-
te se exponen en la luz y antes se unfa a uno ex--
ruesto en la luz y otro expuesto en lz obscuridead
0 & lo rejor & Gos exruestos en ls okscuridzd gue
no eran responssbles de la sintesis e ATP pero -
com habia entrecruzemiento entonces se impedia el
libre movimierto de les sutinidedes de lz molécu-
la de CF.. Finalmente cusndo se ve la inphibicién
de EEKN se ve gue hey une inhiticidn menor de la
observezds enteriormente vero con la misma tenden—

cia lo gque entonces indice gque hay un efecto sumg

1

do de inhipicibén de lz bombe de rrotones y oiro -

E

TPusa, sin gue por esto este

h>
V]

de inhibicién de 1le

(]

compuesto deje de ser Util como psra ser usedo ra
ra localizer & le tromba de rrotones en lz nmembra-
ne,

thora gue ya se sebtlz gue estos compuesios -
tenfan ura =zccidén directe o indirectea sotre CFI -
1o gue nos fzltebz seter es si ellos sciusbern so-
tre le subuniced cetzlitica o no, lo cuzl se pudo
sater €l ircubar tilacoides con estos compuestos

en rrecericiez de nucleotidos como ATP, ADP y lcs -

resultedos son los siguientes:




AN

EFECTO DE B M EN LA BOVBA DE PROTONES

SRATAMIENTO - APt g

Lz 100,00

Wz + BM 81,8 + 9.9
UZ + BM + Pi 77.19% 990
Wz + BN + Pr + AP 105,19 + 17,30
"LUZ + BM + ADP 97.4 16,30
Z + BM + ATP %1 +17.60
UZ + BM + AP + Pr %3 £ 6.70

'Marcaje en '+ 1z v 1 minuto con 0.1 mM de B M en medio de

resuspe-s.i..

E
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EFECTO DE B M EN LA FOTOFOSFORILACION

CONDICIONES DE

SINTESIS DE

TRATAMIENTO | ATP %

LUz 100,00

Wz + BM 78.20 + 10,40
Lz + BN + Pr 71.50 * 25,140
WZ + BM + P+ ADP 79.50 + 4,90
WZ + BM + ADP 83,10 £ 13,90
Wz + BN + AP 85,40 + 20,00
WZ + BM + AP + Pi 102,60 + 7.10

Marcaje con luz por 1 minuto con 0.1 mM de B M en medio de
resuspension sin B S A

t

., ’. "(' ‘\!.
o, ll' 10 .
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EFECTODE BEM EN LA FOTOFOSFORILACION

CONDICIONES DE

SINTESIS DE-

LUZ

TRATAMIENTO AP ¥
Lz 100.00
UZ + BEM §6.20 13,00
WZ + BEM + Pr 8,00 21,90
WZ + BEM + P1 + AP %.00 + 12,42
WZ + BEM + AP 97,00 £ 21,00
WZ + BEM + AP 103,60 £ 2040
+ BEM + AP + P 113.81 + 13,85

Marcaje con luz por 1 minuto con 0.1 mM de B EM en medio de

resuspension sin B.S A
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EFECTODE B E M EN LA BOMBA DE PROTONES

oo > a2
LUz 100,00

Wz + BEM 92.50 + 8.20
WZ + BEM + Pi 101,55 + 23,00
UZ + BEM + Pr+ ADP 9%.32 + 13,70
WZ + BEN + AP 103,20+ 3,34
WZ + BEM + ATP 105,18 £ 16,50
WZ + BEM + AP + Pi 99.57 £ 8,30

Marcaje con luz por 1 minuto con 0.1 mM de B E M en medio de
resuspension sin B S A
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LIPS

EFECTODEE B MM EN LA BOMBA DE PROTONES

TRATAMIENTO. - Aty

Lz 100.00

‘WZ + EBMM | | 80.55 + 9,49
WZ + EBMM +Pi ' 83,35+ 10,40
WZ + EBMM +Pr + ADP 99.69 + 10,60
WZ + EBMM + AP | | 10864 £ 2412
LZ + EBMM + ATP - B.Y 1271
WZ + EBMM + AP + P 91,58 + 13.8

Marcaje con luz por 1 minuto con 0.l mMde EB MM en medio de
raesuspension sin B S A \
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EFECTODEEB MM EN LA FOIOFOSFORILACION

CONDICIONES DE

SINTESIS DE .

TRATAMIENTO ATP ¢

LUz 100,00

Wz + EBMM 40,72 £ 22,20

LZ + EBMM + Pr 55,66 + 19,52

LZ + EBMN + Pr + ADP 16, B + 32,80

Wz + EBMM + ADP 94,0 £ 27,04
WZ + EBMM + ATP 105.3 £ 12,10
WZ + EBMM + AP + P 130015 £ 39.52.

Marcaje con luz por 1 minuto con 0.1 mM de E BM M en medio de
resuspension sin B S A
t
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EFECTO DE 1,4 - D MB EN LA BOVBA DE PROTONES

CONDICIONES DE

TRATAMIENTO arl g
LUz 100.00
Wz + L4--DMB 87,94 + 12,34
WZ + L4-DMB + Pi 87.61 + 12,05
WZ + L4-DMB + Pr + ADP 9145 + 16,9
Luz + L4-DMB P ADP 106,53 * 21,62
Wz + L4-DMB + AP 95,83 + 7,75
WZ + L4-DMB + AP + PI

117.72 + 16.6

Marcaje en la luz por 1 minuto con 0.1 mM de 1,4 -DME en medio de
resuspension sin B S A '
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EFECTO DE 1,4 - DM B EN LA FOTOFOSFORILACION

CONDICIONES DE
TRATAMIENTO'

SINTESIS DE

NP %

LUz 100,00

Wz + L4-DMB 52,92 £ 29,28
WZ + L4-DMB + P 70.39 £ 27.12
Wz + L4-DMB + Pr . P 105.89 + 15,72
WZ + L4-DMB + AP 3.6 +12.02
WZ + L4-DMB + AP 69,21 + 21.86
Wz + 1,4-DMB + AP + Pi 83,42 + 10,33

Marcaje en la luz por 1 minuto con 0.1 mM de 1,4 ~DMB en medio de

resuspension sin B S A .
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EFECI0 DE 1.6 - D M H EN LA BOMBA Dt PROTONES

SATAHIENTO. Vil

Lz 100,00

WZ + 1L6-DMH. 107,00 £ 11,84
WZ + 1,6 -DMH + P1 107,11 +. 1.47
UZ + L6-DMH + Pr + ADP 1.6 + 20,00
WZ + 1L,6-DMH + ADP 108,25 + 7.14
WZ + L6-DMH + AIP B2s 8.8
WZ + L6-DMH + AP + Pr

9%.38 £ 5,95

Marcaje en la luz por 1 minuto con 0.1mMde 1,6 ~-DMH en medio de
resuspension sin B S A '
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EFECTO DE 1.6~ DMH EN LA FOTOFOSFORILACION

%g;‘l\%iﬁigm%g DE SINTESIS DE

. ATP %
7 100,00
WZ + L6=<DMH - - Tonoht 4,02
WZ + 1,6-DMH +Pr 1 |  86.64 £ 11,78
WZ + 1,6-DMH +Pr +-AP .67 £ 6.2
Lz +"l,.6-.DMH" P 10000 + 15.00
UZ + 1,6-DMH + AP 92.21:11.57.'
WZ + LE6-DMH + AP + Pr 70,10 + 15.45

Marcaje en la luz por un minuto con 0.1'mM de 1,6 = D M H en medio de
resuspension si;r@n S A “w
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Como puede verse en las tablas V-1 y V-2 el efec
to de BM precticamente no se ve efectado por la accién
de los nucleotidos 21 igusl que pera el ceso de EEFV -
que se ruestra en les teblzs V-3 y V-4, Fero pera -
el ceso de BEwl se ve que hLey uvne reversidén perciel -
de su efecto tanto en bombe como en fotofosforilecidén
lo gue puede indicer gue este compuesto esté pegarndo
en el sitio cestalitico de le enzima, lo cual explica
porgue se revierte su efecto en lz fotofosforileciébn
y tembiler es posible gue se este uniengo s algune su-
tunicded gue regule el flujo de protones y esto expli-
carfa el porque de lez reversién de lz bombs de proto-
nes, en el ceso de 1,4-DNE temtien se ve une rever-
€ibén percisl de su etecto, lo gue nos confirmz cue si %
actle sotre CF; ¥ que rrobzblemente su zccibn sez so-
bre la subunidad catalitica. Finelmente en 1,6-DMH
no se observa ningun cembio,

De lo enteriormente expuesto, se ruede cocluir -
gue les meleimides bifuncicnales gue poseen une dis--
tencie entre grupo reactivo y grupo reactivo gue se -
helle en el intervelo de los 8.8 £ & los 9.2 £ son —-
probeblemente capesces 6e entrecruzer 2 le subuvnided -

cztzlitica de CF, ¥y otre subunidzd gue se h2lle 2 una

I D
istencia esproximeda de 8.5 &, Fero tzmbien es posi

(o))

tle observer gue esta distsnciez rno es Unica ya gque BN
gue tiene 5.5 A tembien inhite le sintesis de ATP, lo

gue guiere decir gue hey diferertes grupos -SH invo--
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lucrados en la fotofosforilacién que ademés se en-
cuentran a diferentes distancias entre sf. To uni
co que entonces queda saber es cual o cusales son las
subtunidedes involucrazdss en este proceso, 1o cuel so
lo se 10dré ssber por medio de la electroforesis de
las diferentes subunidedes gue fueron entrecruzades
tento con meleimidas frias como ghora haciendo uso -
de maleimides rzdiozctives, pero como €S0 no es par-
te del objetivo de este trebsjo solo me corresponde
dejar esta posibilidad ebierta, asi como la.posibili
dzd de locelizer =z la bomba de protones con zyuda de
estos reactivos de entrecruzemiento, lo cual espero

gue pronto sea reelizedo’,
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ERRATAS

F €9 .- En la rerte sugerior igguierda de la re-
rresernteacién esguemética de la membrena dice: - - -
DESEPIP TKFDDAD y debe decir: DCPIP TNFPD,DAD.

En les figures V-1 a V-8 se ercuentra la esczla
(A ) en el eje de les sbscisas y la escala que debe
tener es la escala ( B ) .

.00 4

50 1 50 ~

1
U

! 4 4 " U
5 10 30 50 mM 14 28 84 140 M de
(&) ( B)

-
L ad
g

\Y

En lzs figures V-9 a V-18 'se encuentra la --
escala ( A ) y las escalas correctas son las siguientes:
Fzarz BN , BEN , EEWX es la escala { B ).

Para 1.6-DNMH es : 10,43, 128 y 214 nl respectivamente,
Para 1,4-DWB es : 20, 42, 128 y z14 puM respectivamente.

Bn lz leyenda de las tstlas V-1 a V-6 se mencicna
0-1 m¥ y es 28 x N ; en lss teblzss V-7 y V-8 es 200 M
pera lazs tablzs V-9 y V-10 es 10 p ¥ ,
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