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R E S U M E N 

En los últimos &..?íos, el interes por conocc'f: el 

r.-ecenisr:,o de la sintesis cie ATP va sea en cloroplas 
~ -

tos como e~ mitocondrias, ha sido el centro de 2ten 

ci6n de las personas que se dedican a la bioenergé

tica o a la biofísica y &un no ha sido positle dilu 

cidar cual es este, muchos son los métodos que han 

sido empleados en esta e,pesionante tarea., pero uno 

de los m8s in"teresé.ntes es el entrecruzamiento de -

proteínas de memtrEna asícomo de las subunidades de 

las ATPasas, este método se ce.sa en poner a funcio

nar a la .ATPa.sa en presencia de dicbos reactivos y 

se obtiene como co.r.secuer...cia un tloqueo parcial o -

total de la 2.ctivide.d de las J·roteínas involucred&s 

en este proceso, entonces se estudia cual o cueles 

son los procesos afectados como consecuencia del -

entrecruzamiento que se originó y entonces es posi

ble dilucidar la funci6n de las proteínas de rnembr~ 

na así como poder decir cual o cuales subunidades -

de la ATPc..sa estén involucradas y entonces poder t! 

ner un panorama de los ccontecimientos moleculares 

de la sintesis de ATP, en el presente trabajo, se 

emplecron N-derivados bifuncionales de maleimida -

como reactivos de entrecruzamiento entre grupos -SH 

de las diferentes proteínas, y en bese a su capaci

tad de ir.:hitici6n de les diferentes funciones estu-
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diadas, se puede saber que molé'culas son las que 

_participan en este por demas interesante proceso 

y al mismo tiempo se puede saber·si actúEn o no 

otres p1·oteínf.s de rLen_trcna en le. sir . .tesis de -

ATP, es! como saber que dis~~ncia eciste entre -

los grupos -SH de las proteínas involucradas en 

estos procesos, ya q_ue estos N-de¡·iv&a.os ce mc:.

lei1'1iaa q_ue se emr,leoron tienen la ca.racterística 

de tener diferentes distc:.ncias entre sus dos --

centros reactivos. 
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ABREVIATUiiAS USADAS EN ESTE TRABAJO 

ADP -

~TP 
BSA 

EM--- -
BEM -

DTNEM--

1,4-DMB - -

1, 6-DWJ! -

EDTA-- -- -

- - - - Adenosin difosfato 
. 

Adenosin Trifosfato 

- - Albúnjina de suero 'bovino 

- Bis maleimida 

- - - Bis etilenma.leimida 

Factor de acoplamiento I 

para la fotofosforilaci6n 

en cloroplastos 

- Ditiobis-N-etilmaleimida 

- - - - 1,4-Dimaleimidobutano 

- - - - 1,6-Dimaleimidobexano 
- - - - Acido etilend.iaminotetraac4-

tico 

EFs y u -- - - - - - - - - - - Fases exoplasmicas ( s y u) 
que se observan al microsco

pio electrónico por la técni 
ca de criofractura. 

Fd -

MM - - - - - -
M.V - - - - - - - - -

NADP+ (NADPH) - - - - -

NEM - - - - - - - -
PSI ( II) - - - - -

p680 - - - -- -

PC- - - - -

PF s y u 

- - F·erredoxina 
- Maleimida metilol 

l\lletil viologeno 
- Nicotín adenín dinucle6tido 

oxidado (reducido). 

- - N-etilmaleimida 
- Fotosistema I ( II) 

Pigmento clorofiliano que -
absorbe a 680 nm 

Pigmento clorofiliano que 
absorbe a 700 nm 

- - Flastocianina 
- Fases inmersas en la mitad 

interior de la membrana del 
tilacoide observadas por la 

tácnica de c:r·iofractura 
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t'i 
PQ·-- -

TPP ---

2 
- - Fosfato inorgánico 

- - - - Flastoquinona 
_¾:·t;tfco1 tiam1na pfrofosfato 
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I N T R o D u e e I o N 

Fotosíntesis; enlace entre dos mundos. Quizá 

sea esta la única manera de describir a este maravi 

llosa proceso por medio del cual el mundo de loina 

nimado cobra vida. Privilegio de la.s plantas ver

des que solo es compar1ido por algunas bacterias y 

algas, la fotosíntesis hace acto de presencia cada

día en el momento en que los rayos del sol iluminan 

el gran e infinitamente variado mundo verde que sos 

tiene la vida del planeta Tierra. 

Pero a pesar de que el fen6meno de fotosínté~

sis ha mantenido con vida a la Tierra desde sus más 

remotos orígenes, fue hasta que JE Van Helmont 

( 1577 - 1644) con su experimento con el sauce, -

llegara a su celebre conclusi6n, de la cual deseo -

hacer memoria -y as{:75 Kg d~ madera, corte2a y - -

raices fueron formadas exclusivamente por agua-. 
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Si bien es cierto que su concluii6n fue equivo

cada, tam~idp es cierto que fue el prim~ro en probar 

la idea de que las plantas se alimentan de suelo y -

agua, y _por lo tanto merece llevar el credito de ser 

el fundador del estudio de la fotosíntesis ( 1 ). 

Años más tarde, Joseph Friestley aparte de descubrir 

el oxígeno, prueba que un volumen cerrado de aire, -

agotado por una bujía en comtustion, podía restaura!: 

se mediante una ramita a.e menta en el peri6do de una 

semana, de modo que podía soportar neuvamente la 

combustion de la bujía, y llegó a la conclusión de -

que las rlante.s desprendian oxígeno, por un proceso

que parecia ser inverso al de la respiración de los 

animales, pero él nunca asoci6 este hecho a la pre-

sencia de la lur. proceso que pocos años des;ues de~ 

cibrió Jan Ingenhousz, quien Eidemás asoció por prim~ 

ra vez este fen6mer.o únicamente a las plantas verdes 

de las rlantas. Estos studios se vieron refor:z.a--

dos con el descubrirrietto de Jean Senebier ( 1742 -

1809) quien en lí82 encontr6 que las plantas absor

ben co2 de la atmosfera, y con los experimentos de -

Nicholas Saussure, quien en 1804 demostró experimen 

talI!iente que el agua ta.mt.ién estaba involucrada quí-

micamente en la nut1·ici6n vegetal ( 2 ). En 1545 -

Rober Mayer, 3 Eilios despeues de enunciar el princi-

pio de la conservación de la energía, f6rmulo la --

esencia del proceso fotosintético en los siguientes 
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términos,~ las plantas son capaces de absorber ener 

gía pero no de crearla". 

Años despues en 18eo, Engelman descubre que los 

responsatles del despreno.in!iento de o2 son unos cor

pusculos que ahora llamamos cloroplastos. 

De aquí en adel&nte el estudio de la fotosinte-

sis se estancó. En este periodo privó la idea de -

que el oxigeno proó.ucido en la fotosíntesis es debi

do a la fotólisis del CO~, siendo su último defensor 
t:. 

el genial bioquímico 2lems.n Otto Viarburg, quien por 

otro lado en 1920 realizó el descubrimiento fundamen 

tal de que el alga Clorella pyrenoidiosa era capaz -

de desprender Or con la re~ucción concomitente de --
¿ 

No3+ a NH4+ ~ - di CO cuanao no se ana a ,,. 
t:. 

Sin embargo -

como el era un defensor acerrimo de la 'fotolisis del 

co2 , interpretó la reducción .fotosintética del ni-

trato como el result&do neto de su reducción en la -

obscuridad por carbohidratos celulares, seéuida de -

la escisiót en la luz del CO~ resultante de Ecuerdo 
L· 

con las siguientes ecuaciones: 

NO H + 2(CHrO) -------·---) NH3 + 2C02 + H20 
3 '-

luz 
2COr + 2H20 ---------------) 2(CH20) + 20 

t:. clorofila 2 

luz 
NO H + H20 ---------------~ NH3 + 202 3 ,clorofila 
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Un avance vertiginoso en el esclarecimiento de la 

fotosíntesis ocurr.i6 e·n 1931, cuando Ván 'Niel demos"'."

tr6 ,que la reacción básica de la fotosíntesis no era -

la_fot6lisis del co2 , sino la fot6lisis del agua que 

en las plantas superiores resultaba en la formación de 

poder reductor y por consiguiente en la reducción fot~ 

sintética del co2 y la del N2 , las cuales debían tener 

lugar más tarde en otras reacciones que no dependían -

de la luz, esto es, en reacciones obscuras. Las ideas 

expuestas en la hipótesis de Van Niel recibieron más -

tarde un fuerte apoyo experimental cuando Hill en 1938 

obtuvo prepéraciones de cloroplastos que catalizaban -

en le lu2 la reduccj6n de sales férricas y otros acep

tares de H2 , de acuerdo con la siguiente ecuación, 

( hoy universalmente conocida como reacci6n de Hil) • 

luz 
------------------~ AH2 + 1/2 o2 

clorofila 

Focos afies más-tarde Ráben y Kamen demostraron -

mediante el uso de is6topos que el oxígeno produci

do en la fotosíntesis provenía del a.gua. Así, el ;..-:=-·., 

agua que a partir de los experimentos de Van Helmont 

coII1enz6 teniendo un paJel preponderante en la nutri-

ci6n vegetal y que ñurante siglos quedó reducida a un 

papel secundario en la hidratación del COr., finalmen-
c. 

te ha vuelto a ser de gran importancia en todo el pr~ 

ceso fotosintético ( 22 ). 



En la fotosíntesis, t~~,,-Y .como sucede- en las 

¡lantas super~or~s, el bo2 es el ·aceptor final de 

los electr6nes generados por la luz absÓrbida, P! 

ro en la reacción de Hill, estos eran intercepta

dos por un aceptor a.rtificial de electrones y, por 

consiguiente, no llegaban al COr. 
t:. 

Es en 1951 

cuando tres grupos de investigadores descubren 

que el NADF+ (constituyente.normal de los cloro-

jlastos) podía substituir a los reactivos artifi-

ciales de Hill como aceptar electrónico. Más --

tarde, en 1954, D.I Arnon, M.B. Allen y F.R.Wha

tley, descubrieron que cloroplastos aislados en 

presencia de ADF y Pi eran capaces de sintetizar 

ATP, lleg2ndo a la conclusión de que la síntesis 

de ATP era el mecanismo p~incipal por medio del 

cual se conserva la energía luminosa absorvida -

7 

( 2 ) , pero a_un faltaba poder explicar el mecani!- .. 

mo por el que el ADP se fosforilaba e expensas de 

la luz y de Pi (fotofosíorilaci6n). 

Fara explicar este mec&nismo, existían dos -

hipótesis: Le primera sugería un acoplamiento qu! 

mico entre la cadena transportadora de electrones 

y la ·síntesis de ATP y la segur1da, sugería un -

acoplamiento conformacional. 

En base a esto, todos los investigadores se 

dieron a la tarea de identificar al compuesto res 

pensable del acoplamiento de· la fotosíntesis, 
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hasta que alguien puso un alto en el camino, siendo 

el Dr Peter MitcEell quien en 1961 post~l6 la_hip6-

tesis de acoplamiento quimiosm6tico. En esta hi--

p6tesis no se postula la existencia de ninguna ma-

quinarie molecular en la que el flujo de energía -

procedente de la luz o de alguna oxidación se acLple 

a la sintesis de ATP, en su lugar el papel crucial 

lo desempeña una membrana que separa las dos regio

nes del cloroflasto ( 18 ). 

De 5cuerdo con la hipótesis de Mitchell se de

duce que la generación de una diferencia en el po-

tencial electroquímico dentro del cloroplasto por -

algún medio distinto de la iluminación resultaría -

en el establecimiento de un potencial capaz de gen! 

rar ATF, lo que demostraron Hind y Jagendorf en el 

año de 1965. Años más tarde, en 1969, Williams -

postula que los protones generados en la cadena re

dox se depositEn en la fese lipoproteíca generándo

se protones 6.nhidros gracias a la oxidación de los 

substrEtos y que dichos protones anhidros removeran 

&gua del ADP y Fi en la regH5n lipoproteica con la 

consiguiente formación de ATP. 

Cualquiera aue sea el mecenismo de la fosfori 

laci6n éiel .ADF, constituye uno de los problemas más 

interesantes y difíciles de resolver en nuestros -

tiempos y en este t!·abajo se intentl5. contribuir un 

poco a su solución. 
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F O T O S I N T E S I S 

Consideremos lo que es la fotosíntesis, ( en 

proceso ó.e energía na.da puede compararsele ), tan 

im~ortante es, que hace crecer a las plantes verdes. 

Este hecho que fue descrito por Ingenhousz, 'l:ien pu

do haber sido la fuente de inspiración para buscar -

las claves de la fotosíntesis en las partes verdes de 

las plantas, las cuales al ser otservadas más deteni 

damente, costra.ron que su pigment&ci6n verde ( cloro 

fila ) no se hallaba unifo1·memente distribuida como 

podría pensarse a simr·le vista, aun más interesante 

fue el descubrimiento, al observar la célula de la -

pl&nta de que l& clorofila se hallaba confinada a -

unos organelos llamados cloroplastos { 10 ). 
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MORFOLOGIA DEL CLO~OPLASTO 

Los cloroplastos poseen formas variadas, pero 

frecuentemente son estructuras elipsoidales que mi

den alrededor de 5 a 10 A. El organelo está ca 

racteriz.ado por una envoltura que consiste en una -

doble ffiembrana que delimita al estroma del cloropla~ 

to y actua como una barrera que es permeable al ci

toplasma y al estroma. La memcrana del cloroplas

to esta fo~·mada por mul tiples vesículas aplanadas ..:.. 

en for~a de discos llamadas tilacoides, cada apila

miento recibe el nombre· de grana. Los grana estan 

interconectados por el sistema interlamelar, el con 

junto grf,na-lamela se encuentra en el estroma y en 

este último se encuentran ta.mbien las enzimas del 

ciclo de Calvin, ácido desoxirribonucleico (DNA), -

granos de almid6n, grasa y ribosomas. El sistema 

lanielar de la membrana interna puede ser liberado -

del estroma al romper la membrana externa y así pue 

den obtenerse por centrifugación diferencial cloro

plastos de clase II (fig II-I). 

Los grana contienen todos los pigmentos foto -

sintéticos del cloroplasto y tambien las enzimas -

necesarias para las reacciones primerias dependien-

tes de la luz. El sitio donde se encuentran los -

sistemas destinados a la captación de la luz, son -

las membranas de los tilacoides. 
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FASE LUMINOSA Y FASE OBSCURA DE LA FOTOSINTESIS 
. ~ . 

Ahora que sabemos en donde se lleva a cabo el 

proceso fotosintético, la siguiente pregunta a con-

·testar es¿como se verifica la fotosíntesis?. Aun-

que esto es casi el equivalente a preguntar como se 

origin6 la vida, y como es de esperarse aun no se -

ha contestGdo completamente, pero sí se conoce una 

serie de eventos secuenciados que se llevan a cabo 

durante el proceso fotosintético y es de ellos de -

los que vamos a hablar. 

En primer lugar se sabe que la fotosíntesis 

consta de dos fases fundamentales una luminosa y 

una ot·scura (fig II-2). 

Les primeras en llevarse a cabo son las reaccio 

nes luminosas y posterior-mente se llevan a cabo las 

reaiciones obscuras, que constan fundamentalmente -

de una serie de reacciones en las que el CO~ se trans 
¿_ 

forma en carbohidratos o en otros compuestos orgáni 

cos. 

Pero para que se lleve a cabo este proceso es 

indispensable que la planta tenga una cantidad su--

ficiente de CO~. 
¿ 

En el mar o en los lagos y rios, 

el co2 necesario para la fotosíntesis, se toma de -

las sales como el bicarbonato o carbonato disueltas 

en el medio que baffa a ;2as plantas. Las plantas 

terrestres, han de obtener su dióxido de carbono de 
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. . . . 
.... ·.----- -·--·-· -·- ··-

REACCION LUMINOSA 
02 

-=_J=::;;:;;.------>~2H+ 
4>"::iw 

-)0 ~ > 2NADPH 

+ 3P,---->~3ATP +3H20 
------· ---· --------------- --·-·-·-··- - - ···-------- - _________________ ,._ . 

FIGURA II-2 reacciones luminos y obscura de la 
fotosíntesis 

la atmosfera, lo cual hacen a traves de pequeaos -

orificios en la epiderffiis de la hoja llamados esto

mas, estos orificios permiten no solamente la entra 

da de CO~, sino tambien la salida de vapor de agua ¿_ 

desde·las paredes celulares húmedas del exterior de 

la hoja. 

En las plantas ter-restres que consumen co2 du

rante la fotosíntesis, debe haber una diferencia en 

la concentraci6n de co2 entre la atmosfera que rodea 

a la planta y el lugar de reacci6n del cloroplasto- ~ 

de la célula foliar. El di6xido de carbono entra 

en la hoja por un proceso de difusión; por lo tan

to se mueve de una zona de mayor concentración 

hacia otra de menor concentración. Desde el exte-

iior,el co2 va difundir e~ una fase g~seosa y con -
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ayuda de los estomas, pasa a traves de los espacios 

intercelulares de la hoja y luego en una fase acuo

sa a traves de las paredes celulares y en el inte-

rior de las células hasta llegar al cloroplasto, 

en forma de bicarbonato, así: es mantenido con la 

ayuda de la anhidrasa carbónica, debido a que las -

paredes celulares son humedas, el aire inmediatamen 

te adyacente a ellas en los espacios intercelulares 

estará practicamente saturado de vapor de agua a la 

temperatura de la hoja y como bajo casi\todas las -

condiciones ambientales la temperatura externa de -

la hoja mantendráel aire en condiciones no saturan

tes en el exterior, entonces el agua difundira ha-

cia efuera desde les células a traves de los espa-

cios intercelulares de la hoja y atrevezando la su

perficie foliar saldrá- a la atmosfera ( 47) • 

Una vez que el co2 ha llegado, es incorporado 

al ciclo fotosintético de reducción del CO~, este -
~ 

ciclo está constituido por una serie de reacciones 

que reciben el nombre de ciclo de Calvin (llamado -

así en honor de Melvin Calvin), quien fue el prime

ro en describir completamente este ciclo, que cons

ta de los siguientes pasos ( 37 ). 

1.- Carboxilaci6n de la ribulosa 1,5-difosfato (RuDP). 

2.- Reducción de PGA por NADFH2 + ATP o reducción -

directa de un intermediario de carboxilaci6n p~ 

ra un transportados de electrones del tipo de -
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l~ la ferre~oxina simbolizado por E'(Fe-SH) 2 • 
1~ . 

3.~ Is6~e~iiaci6n del glicerald~hido-3-fosfato en 

dihidroxiacetona fosfato. . . 

4.- Cnodensaci6~ de triosas-fosfsto en fructosa --

1,6-difosfato. 

5.- Defosforilaci6n de fructosa-1,6-difosfato en 

fructosa-6-fosfato. 

6.- Transcetolizaci6n, equilibrio entre la fructo

sa-6-fosfato, el gliceraldehido-3-fosfato, la 

xilulosa-5-fosfato y la eritrosa-4-fosfato. 

7.- Transcetoli7aci6n, equilibrio entre la fructo

sa-6-fosfato, la glicoltiamina pi~-ofosfato (TPP). 

y la eritrosa-4-fosfato. 

8.- Transcetolizeci6n formaci6n de seüoheptulosa-

1,7-difosfato por condensaci6n de dihidroxiace 

tona fosfato y la eritrosa-4-fosfato. 

9.- Defosforilaci6n de sedoheptulosa-1,7-difosfato 

a sedoheptulosa-7-fosfato. 

10.-Transcetolización, equilibrio entre glicolil

TPP, sedoheptulosa-7-fosfato y ribosa-5-fosfa 

to. 

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

5-fosfato. 

12.-Isomerización entre ribosa-5-fosfato y ribulo 

sa-5-fosfato. 
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13.- Fosforila~i6n d_e ribtilosa-5:-fosfato para dar 

ribulosa~l,5-difosfato. 

17 

14.- Equilibri~ entre la glicolil-TPP y un trans

portador de glicol del tipo del ácido li~oico. 

15.- Oxidorreducci6n condensando el acetilfosfato a 

los lípidos ( ·? ). Las relaciones entre el -

radical glicolil y el ácido glic6lico son su-

puestas ( fig II-3 ). 

Fuesto que este trabajo ·se halla encaminado al 

estudio de las reacciones luminosas de la fotosínte 

sis, daremos por suficiente este pequeño resumen de 

la fase obscura de la fotosíntesis y concentraremos 

nuestra atención 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 luminosas. 

El modelo más satisfactorio para describir a -

las membranas biológicas es el modelo del mosaico -

fluído propuesto por Singer y G L Nicolson en 1972. 

En este modelo se postula que los fosfolípidos 

de las memLranas se hallan ordenados en bicapas --

formanó.o une matriz en la cual las moléculas lip:ídi 

cas tienen un movimiento individual lateral, lo que 

da a esta bicapa fluidéz y flexibilidad, además de 

una resistencia eléctrica elevsda y de relativa --

impermeabilidad. 
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Asimismo señala que ·1as proteínas pueden estar 

parcial o totalmente embebidas ·en la membrana y que 

son globulares, lo cual explica el alto contenido -

de <O( helice. 

El grado con que una proteína penetra en el -

interior de una fase lipídica, estará determinado -

por la secuencia aminoacida de la proteína y la lo

calización sobre su superficie por los grupos R no 

polares de los aminoácidos. De esta manera las -

proteínas de la membrana, for}!larían una estructura 

de tipo ~osaico no estático, lo que permite que las 

proteínas puede.n difundirse en dos dimens ior;es ( 22). 

Un hecho suma.mente importante es que existe ;,.:.

una ~simetría absoluta de las proteínas y los carbo 

hidr&tos que forman parte de las membranas. Les -

membranas son,por otro lado estructuras vectoriales 

es decir que sus componentes estan asimétricamente 

distribuidos entre las dos superficies, lo que da -

una base molecular para la as{metríá~funcional que 

ex_plica las direcciones de los trsnsportes vectori!! 

les o reacciones que se llevan a cabo en las membra 

nas y esto da como consecuencia que dichas reaccio

nes tengan dirección y temporalidad, El signific!! 

do funcional de la ,:símetriamembranal aunque aun no 

ha sido explicédo satisfactoriamente, s:ugiere que -

la ~síEetria lipídica junto con la de los grupos -

polares y la de los affiino~cidos da como resultado -
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regiones de fluidez diferente, para las dos monoca

paz y que por consiguiente haya 'dirección en las -

reacciones en las que está involucrada la membrana 

( 40 ) • 

Jara el caso de la memtr2na fotosintética, se 

han encontrado partículas de varios tipos, que son 

visibles en las membrana.s fotosintéticas cuando es

tas son expuestas a la técnica de criofractura; el 

curso de estas fracturas puede comenzar desde la --

-mitad de una memtrana has"'8. otra adyacente y se han 

encontrado cuatro diferentes tipos de fracturas: 

EF que designan a las fases exo.rl~smicas y PF que 

designan & las fases inmersa ( s y u) según su di~ 

posición. Para poder explicar estas 4 fases de -

fractura, podemos describir a la membr2.nc esquemáti 

camente ( fig II-4 ) • 

Las partículas grandes E.PFs estan inmersas -

en la mitad inferior de la. membrana del tilacoide 

y además comprenden el límite de otra membrana ad-

yacente. Donde las dos membranas se encuentran -

en contacto, se perrni te que la.s partículas grandes 
.. . 

se reduzcan tanto en dimension como en número. 

La exposición de una fase designada como EFu, don 

de la fractura divide la parte más delgada de la -

membrana adyacente, tiene una exposición de fases 

diferente. Notandose que aquíla superficie expues 

ta es la que incide en la mitad externa de la mem-
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iiE::E-ñESEJ~TACION ESQUEf,:ATICA DE LAS FHllCC. IONES OBTENI

DAS l'Olí EL 11:ETODO DE ChIOI<riACTUh'.A EF t u y s ) RE-

fliESENTliN LAS-F'ASES EXO}LASMICAS Y PF ( u y s) A 

LAS ENDO}LJ,SN;ICAS 

ASiffiEThIA DE LA hlEkbhA~~ DEL TILACOIDE 

Los an~lisis de membrana que se han obtenido con 

el estudio de las fases obtenidas por la técnica de 

criofractura, han demostrado que las partículas que 

se encuentren en la mitad interna de la membrana del 

tilacoide,. son completamente diferentes a las part!-

culas expuestas en la otre rnit2d. En otras pala- -

br2s, la memcraná fotosintética es asimétrica, 

entonces tiene diferente poleridad, tanto en su inte 

rjor como en su exte~jor y Jes rertículas grande~ EFs 



y EFu' muestran las multiunitarias estructuras 

asociadas a PS II y algunas de las partículas PFs 
.. 
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y PFu que se hallan asocaidas a PSI~ las porci~ 

nes de los componentes de la cadena transportadora 
' 

de electr6nes se encuentran cercanos a CF1 y prob~ 

blemente tambien formen parte de las partículas PF 

( 32) ( fig II-5 ). 

Durante la fase luminosa, suceden una serie é 

de reaccfones en la membrana de los ti1acoides, do!! 

de se localiza la cadena transportadora de electr6 

nes de H20 a NADP+ estos eventos son: 

- Absorción de energía radiante 

- Transferencia de energía 

- Fotólisis del agua 

- Separación de cargas 

- Transporte de electr6nes 

- Evolución de oxígeno 

- Síntesis de ATF 

- tteducción del NADP+ 

Embebidos en la membrana de los tilacoides -

se encuentran los pigmentos moleculares que inician 

el proceso de la fotosír.tesis; Se distinguen tres 

principales variedades de clorofila, ror pequeñas -

diferencias en su estructura, estas sor_ :. ; la clo

rofila "a" ( que es la for-ma más a.bundant e), la clo

rofila "b" y la bacterioclorofila que es car-acter·ís 

tica de lai bacterias. bunque las clorofilas son 



Figura 11-5 

ESQUEMA TRIDifu~NS IO~AL DE LA ME!,:ERAN.h DEL CLOROPLASTO 

SEGUN EL ~OD3LO DEL ru.os,..rco FLUIDO. 
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los pigmentos más importantes de las plantas, no son 

los únicos presentes ( 23 ), como ta.mpoco son los -

únicos que participan en la absorci6n de la luz; se 

encuentran los c&:r·otenoides ( que son estructuras que 

poseen largas cadenas hidrocarbonadas ·unidas por do

bles enlaces conjugados y un anillo de 6 miembros a 

cada lado, se conocen dos tipos fundamentales de ca 

rotenoides que son losO(y los fl carotenos). Otros 

pigmentos que participan en la fotosíntesis $On las 

ficobilinas (característicos de las algas), que a su 

vez se dividen en ficoeritr6bilina y ficocianobili

na ( fig II-6) • 

Con los estudios de inducción de fluorEscencia 

en los pigmentos fotosintéticos, se había observado 

que el rendi~iento de la fluorescencia, siempre va

riaba entre dos valores límite, lo que sugería que 

la emision de fluorescencia se sucede en dos partes, 

a) una emision de rendimiento invariable y b) una -

emision de rendimiento variable en funci6n del tiem 

po. Entonces se trato de explicar este fen6meno -

por medio de las siguientes hip6tesis: 

1.- Hip6tesis Del Rendimiento Qnico 

El complejo J'roteina-pigmento este ipar_cialmen;.;.. 

te tajo la fo::ma no fluorescente y bajo una forma -

fluorescente. 

2.- Hip6tesiE De Dos Rendimientos 
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El complejo. proteina..:.pigménto esta compltetamen

te bajo una fo_rma no fluores.cent-e (> 1, mientras que -

el estado de máximo rendimiento de sete se encuentra 

tota_lmente bajo una forma de rendimiento I 2) f 1 • 

3.- Hip6tesis De La Doble Emisi6n 

El complejo proteína-pigmento es completamente 

no fluorescente y admite que la fracción invariable 

de la emisión de fluorescencia tenga un origen dife

rente.,del de la porci 6n variable y por consiguiente 

se puede postular que el aparato clorofiliano es he

terogéneo. 

~ás tarde los estudios de emisi6n de fluorescen 

cia polarirada, confirmaron que la hip6tesis de la -

doble emisión ere la que podía explicar sin lugar- a 

dudas los fenómenos fluorescentes de los pigmentos -

fotosintéticos ( 20,21 ). En estudios posteriores 

en los que se iluminaba simultaneamente con dos ra

yos monocromáticos, se observó que cuando se varia

ba la longitud de onda del segundo rayo, algunos:~de 

los pigmentos accesorios eran axitados simultanea-

mente a la exitaci6n de la clorofila con lu2 del 

r~jo lejano y la actividad fotosintática en esta zo 

na su.menta notablemente. Estos r-esul tedos sugie-

r·en que les aos formas de clorofila pueden estar 

implicadas en la fotosíntesis en dos condiciones es 

peciales o sea que pueden constituir dos fotosiste-

mas. 
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Pos ~onveniencia, fueron entonces separados es

tos dos fotosistemas que se denominaron; Sistema 

pigmentario I ( PS I ) que es un si.stema de longitud 

de onda larga y sistema pigment6rio II ( PS II) que 

es un sistema .. de longttud de.onda corta, sugerencia 

que fue hecha por Duysens et al. Estos. dos siste-

mas pigmenta!·ios poseen las siguientes característi-

cas: 

SISTEMA 1-IGlENTAFcIO I 

Los J..igmentos comprendidos en PS I, Absorten -

en la parte del espectro correspondiente al rojo l! 

jane e incluyen a la clorofila "a" ( for.Ilia que a.bso!. 

be a 680 mn), así como a P700 que es una forma esp! 

cial de clorofila la cual tiene su máximo de atsor

ci6n alrrededor de los 700 mn y los datos expe imen 

tales indican que es un dímero de clorofila. 

La identificación de este pigmento como una -

forma especial de clqrofila que se halla acompaña

da de una forma resist~nte que absorbe a 430 nr: y -

además de que cuando se extraen las preparaciones -

de P700 con acetona u otros solventes orgánicos, 

unicamente se obtiene clorofjla "a"+ "b". 

CAHACTERISTICAS GENERALES DE PS II 

El sistema pig~entario designado como PS II -

.aun no ha sido bien identificado, pero se sabe que 

tiene las siguientes características: a) Los pig-

rnento que absorben la luz, tienen su ebsorci6n máxi 
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ma a longitudes de onda cortas, en este PS II se -

encuentran incluidas las ficobilinas (e~ algas, no . , . 

. -· 
en plantas), la clorofila "b" y algunas formas de 

clorofila "a". b) PS II se halla rná.s intimemente 

asociado con el sistema de evoluci6n de oxígeno. -

e) PS II se halla acoplado a PSI por medio- de los 

componentes del complejo intermediario de la cade

na transportadora de electr6nes, cuyos estados red

ox son afectadospor los dos sistemas pigmentarios. 

d) El sistema funcional completo con las enzimas-~ 

asociadas a la evoluci6n de oxígeno son mucho menos 

estables comparadas con PSI ( 46) • 

Un a.vanee muy importante en la investigación 

sobre la arquitectura del aparato fotosintdtico, -

fue el descubrimiento de que, al tratar química.men 

te o con ilumina.ci6n intensa una mutante bacteriana 

sin carotenoides, se destruye la. mayoria de las· -

bacterioclorofilas llamadas antenas, que son quími 

ca.mente inactivas y quedan unicamente expuestos -

los sitios químicamente activos, llamados centros 

de reacci6n, que se hallan funcionalmente separa--

dos de la mayoría de los pigmentos antena. Al --

conjunto de pigmentos antena y el centro de reac-

ci6n 8e le da el nombre de ~idad fotosintdtica y 

aunque en las plantas superiores no se han podido 

aislar los centros de reacci6n, numerosas eviden-~ 

cias experimentales favorecen la existencia de uni 
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dades fotosinté~icas en ellas. 

La unidad fotosintéti~a consta de aproximada-
. . 

mente 300 moléculas de clorofila, en las plantas -

superiores así como en las algas, que aparentemente 

es el mínimo número necesario para poder trer:spor..,. 
1 

tar un electrón, esta unidad incluye a un volumen 

de pigmentos que van a reemplazar a los pigmentos 

antena de la ::.ecolecci6n de energía-y un centro de 

rea~ci6n, que cuendo la energía es atrapada y. uti

lizada va a promover las reacciones químicas·~ - -

( fig II-7 ). 

ABSORCION DE LUZ 

Cuando un fot6n es absorvido por un átomo o 

molécula, este va a producir un cambio en la confi 

guraci6n de la carga electrónica asociada con la -

valencia o cien con alguno de los electr6nes cir-

cunvecinos al núcleo del átomo, pero esta nueva -

conformación tiene más energía que la basal y en-

tonces se dice que el átomo o molecula esta exitado. 

La transición desde el estado basal hasta el estado 

exitado, puede tener lugar unicamente bajo ciertas 

condiciones establecidas por la mecánica cuantica. 

Los electr6nes pueden ocupar unica y especificamen 

te distintos estados de erergía o~tenida a partir 

de la absorción de un foton, esta energía debe ser 

combinada exactamente con la energía de transición 

de tal manera que la energía del fotones inversamen 
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;. --:.:,_-,:¡.: 

te proporcional a su longitud de ond~, tomando en 

cuenta queunicamente a ciertas longitudes de onda 

rueden ser atsorbidos por un átomo o Violecula ---

( 16,42 ). 

D~e ve~ ~~e le lu2 es 2bso~tida, su eLergia 

es peseda hecia la cadena transportadora de elec

tr6nes, la cual ~uede ser dividide en tres reaccio 

nes, }S II, complejo de i~termediarios óe la cede 

r..c trer:!.:_;.,ortedore de e.lec-tró.r;es, .FS I,. así como -

i.J.r: s i s ~. :=- :-::; s e e 1' r- o -r; e í n E s q v. s ve n e 11 e va r 1 os el e e 
.J. 

el 1,: .4 D.F . , 

e~1es co~fonentes: 

.J. 

E.) T er-:..~e.:5.oYiLe k.L:DJ" reauctesa, est2 er.;.zi!!:c es Pnt: 

~lsvaJ~oteina que ro~~iene FAD ... en su ?ol~c~]a y -

doLer electr6~es 2 
.L 

!~ADf - • 

b) ~e~reóoxina, es una proteíne sul!urade c~yo - -

fote~cisl ~edox es le Eo = - C·.42 V y SE ha 6eios-

de electr6~es como son ferriciaLuTo, citocrorro e, 

etc, pero su 2.ce¡.,tor natural es la Ferredoxina N.h:;.F+ 

e) s-,¡~s1:.Encie recuc-coró e.e la :fe::r~·e6oxina o sutstan 

dox (Efrcxi~ed~~eLte - 0.55 V) J~E se ~Lcue~tra en 

Tre }S 1 J la ferreaoxina. 
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PS I .- Como ya se ha mencionado es un sistema 

p~gmentario cuyo m1cleo de reacción e~ P700 , que -

es una-molécula especial de clorofila que es respo~ 

sable de la captación de los electr6nes procedentes 

de PS II. 

COMPLEJO DE INTERMEDIARIOS DE LA CADENA TRANSPOETADORA 

DE ELECTRONES 

a) Plastocianina .- Es una cupro-proteina que posee 

dos átomos de cobre por molécula y cuyo potencial -

r-edox es+ 0.37 V, se encuentra en una estequiometr:!a 

de una molécula de plastocianina po·r cada 300 molé

culas de clorofila. 

b) Citocromo f.- Es una ferroproteína que tiene -

tiene un potencial redox de+ 0.365 V y que se ha-

lla en una concentraci6n aproximada de 0.25 % con -

respecto a la clorofila. 

c) Plastoquinona .- Este compuesto fue descubierto 

en los cloroplastos aislados por Lester Y Crane, y 

se ha postulado que se encuentra entre PSI y la -

plastocianina, se ha localizado un sitio de acopl!:. 

miento entre la síntesis de ATF y la cadena trans

portadora de electrónes en este sitio ( acoplamie,!!; 

to que será'discutido en det2lle m~s adelante) • 

PS II • - El centro de reacción de este sistema 

pigment~rio es P680y su principal función es acep

tar los electrones provenientes de la fot6lisis -

del agua y posteriprrnente enviarlos al resto de la 
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cadena transportadora de electi6nes ( 4,46) • 

Para que los electr6nes puedan fluir desde el 

agua hasta el NADP+, es nesesario que se eleve la 

energía del estado inicial, 1 o cual se logra cua.!! 

do el primer fotones absorbido por el éomplejo ª!!. 

tena, el cual se encuentra incl-~.ido en la superfi

cie interna de la membrana·, la energía de exi taci6n 

se coffiunica rapidamente del complejo antena a la -

molécula de P680 (P substituye~pigmento"). En 

P680 la energía de le luz altera la distribución -

de los electrónes en el anillo porfirínico y permi 

te que un electrón pueda ser transferido. El - -

electrón de Pó~O es transferido aparentemente a un 

eceptor de electr6nes situ2do en ia superficie ex~ 

terna de la membrana, inmediatamente despues de ser 

absorvido el foton~ El proceso se repite con la 

absorción de otro foton. y las dos moléculas oxida 

das de P680 son reducidas por dos electr6nes proc~ 

dentes del agua ~on_la_ayup.a de una enzima que co!! 

tiene manganeso. El átomo de oxígeno procedente 

de la molécula de agua se libera y sale ·afuera del 

cloroplE:sto; los dos protones pasan a la solución 

en el interior de la membróna interna. Los dos 

electr6nes que atraviesan la membrana procedentes 

del P680 son captados en la superficie externa por 
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un transportador de hidr6ge·no qu es la plastoquin,2_ 
. ~ . . . 

'! 

na·{ PQ ), los dos electr6nes con la ~yuda de dos 

protones extraidos de la· s6luci6n externa (los cu~ 

les ~entran por medio de una bomba de protones), -

reducen la PQ a PQH2 que retorna a traves de la mem 

brana a la superficie interna y una vez allí la 

PQH2 libera los protones al interior y transfiere 

los electrones al citocromo f. 

El sig,iente transportador de electr6nes de 

la cadena que es la plastocianina lleva los electr6 

nes al segundo sistema fotoquímicamente activo, en 

donde P700 al exitarse por absorci6n de luz en el' 

complejo antena provoca que los electr6nes sean de 

nuevo tr2.sladados a la superficie externa, donde -

son captados por la substancia reductora de la fe

rredoxina ( FRS ), yendo de esta a la ferredoxina. 

De aqui los electrones van a un FAD con protones, -

este toma dos protones del medio externo formando 

FADH2 ( fig II-8) • 

Cuando ie ha completado el paso de dos elec-

trónes por la cadena, tres protones han queda.do por 

fuera y cuatro han pasado al interior ( 18) • 

BO~BA DE F~OTO~ES 

En ausencia de agentes fosforilantes, la luz 

induce la entrada de protones a cloroplastos, es

ta entrada puede ser continua bajo condiciones op 

times de PH y es positle establecer un gradiente 



FIGURA li-8 

•" 

CADENA TRANSPORTAOORA DE ELECTRONES EN OONDE PUEDE APRECIARSE LA 

DISPOSICION DE LOS DOS FOTOSISTEMl\S Y SU INTERCONECCION POR MEDIO 

DEL COMPLEJO DE INTERMEDIARIOS DE LA CADENA TRANSPORTAOORA DE ELEC-

TRONES. 

- 1.0 

- 0.8 
CO,; -4 (CHrO) 

c.. . t!. 

0.6 

- 0.4 tNADPHI 2E' 
PS I 

4 

-0.2 0 Di+ e 
@, ADP 

@~fcrP _ complejo 

PS II 4 e ®B-::·-...:...F-70_0 _ __,_r E--ar.te_na 
+ 0.2 

+ 0.4 
·"~g;'~4 fotones 

~e:orr:plejo 
&ntena ~~01~0~ 

' L----..L'.-.<ii 

' 
, ______ _ 

- --:> o + ,.., 

~ 0.8 
.e 



36 

hasta de cuatro unidades de pH. El número de pr,2. 

tones que es tomado, es una función directa de la 

ca·pacidad reguladora interna y el 
H -p generado por 

esta entrada de protones desde el exterior de la -

membrana del tilacoide hasta el interior ~sí como 

los sitios de union de los protones desde la fase 

externa hasta la comprendida en el interior, fueron 
. . 

identificado~ por flashes espect ofotométricos. 

Estudios con indicadores de pH, de·mostr¡ron 

la existencia de dos sitios de entreda de protones 

en la parte exterior de la membrana y que estan -

asocia.dos con uno de los dos fotosistemas. Estos 

sitios fueron atribuidos a la reducción de la plas 

toquinona por PS II y la :reducción del aceptor ter 

minal de electrones por PSI, bajo la exitaci6n -

con pulsos de luz cortos y repetitivos se encontró 

que cada sitio actuaba por separado y la estequio

metría pera cada uno de estos sitios es: 1 H+/e

para el sitio localisado en PS II y se hall6una -

estequiometría ~ariable para el sitio final, esta 

variación depende de la naturaleza del aceptar -

que se encuentra en este sitio que es atribuido a 

fS I, la estequiometría hellada para este sitio -

es de 1 H+/e- cuando se usa benzil viol6geno, de 

O.O H+-/e- pera el ferricianuro que no une lar~ 

ducci6n de los protones a pH fisiológico y para -

el aceptar natural que es el NADP+ es de 0.5 H+/e-
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Esta estequiometría fue recientemente cambia

da por Fowler quien comprob6 una estequiom~tría de 

2H+/e- para cada uno de los sitios cuando el acep-

tor utilizado es el metil viol6geno. En resumen, 

la bombe de protones en la membrc.=na del clo:-oplas

to transfiere protones a traves de la membrana -

del tilacoide en cada uno de los sitios menciona-

dos anteriormente ( fig II-9 ). 

La entrpda de estos protones va a producir -

una diferencia de potencial, el cuel estará influen 

ciado por la permeabilidad de la membrana y la cons 

tante dieléctrica de la misma. 

Ambas reacciones fotoquímicas PSI y PS II -

estan ligadas a una serie de pe.sos electricamente 

neutros y la transferencia de protones mas electro 

nes en plastoquinona desde el exterior hasta el in 

terior de la membrana del tilacoide así como la 

oxidaci6n del agua y la plestohidroguinona respec

tivamente por acarreadores que unen protones a las 

reacciones de reducci6n de tal forma que haya un -

proton por electrón en cada uno de los sitios de -

la membrana interna. La reducción de la plasto-

quinona y el NADP+ inducida por la entrada de pro

tones (un proton por· electrón), es entonces lo que 

va e generar el potencial eléctrico, si bien es -

cierto que la rápida transferencia de electrones -

es al final de cuentas equivalente a la trensloca-

.. 
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ci6n de protones por electrón a traces de la membra 

na,. 

Este potencia~ electroquímico, induce un pote~ 

cial de membrana, el cual es ~n parámetro útil pa

ra cerecterizar la posibilidad de generar trabsjo -

dtil (síntesis de ATP) de la translocaci6n de iones 

a traves de una membrana que separa dos fases acuo-

sas. 

El potencial electroquímico en un punto A de -

una especie i6nica, cualquiera que sea, estará dado 

por: 

..Qk = }J!k _ + RT ln aK + ZkF.(f/ 

Donde ak es la actividad i6nica, ck es la con

centración, k es la especie i6nica, ~ el ~otencial 

eláctrico y A k el potencial de membrana. 

Si se supone que: 

entonces ~ = o 

por tanto se puede escribir la ecuación de la 

siguiente manera: 

= 2.3 RT log ( akin¡ akext) + Z k F ('1/-'#'o) 

Que en el momento de haber un Cé.mbio en).lk 

6 }J.!k queda expresada como : 

Á A k · = 2. 3 F.T log ( 6 ak ) + ZkF.Ó.f./J 



que pa.ra el caso .rartíéulár de los protones -

transportados se exrresa como: 

+ 

40 

.Algo muy irn_portE:nte al respecto es que existe 

una deslocalizeci6n del campo eléctrico producido 

(gracias a la translocaci6n de dones) cuando hay -

una ilU!!1inaci6n continua, y se su.pone que ocurre -

porque hay una répida sepa:raci6n de carga entre am 
1 . 

' 

bos fotosistemas, generando un dipolo localizado -

a travez de la memtrsna y posteriormente habría u

na redistrituci6n de iones en la rnemtrane del tila 

coide entre las dos feses acuosas. 

Fara poder probar le existencia de este poten 

cial de memtrena, se useron téénicas de electrocro 

mismo en clororlestos (cambios de absorción debi-

dos e le inducción artificial de potenci&les elec

tJ:·oquímicos), hellandose una relación linear entre 

los cemcios de 0b~orci6n electrocr6micos y el vol

taje génerEdo a travez de le membrana. 

= A Q 

Donde ~ A es le. extensi6.r: de los ca.ni"bios de 

atso!ci6n electrocr6mica a 520 nm, AQ es el des-

:plaz&r2ierito de ca.rga por unidad de área de memt.ra

na y Ces la capacitancia for unidad de área. Si 
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suponemos a la membrana como un capacitar sobre el 

que existen unicamente dos fotosistema.s, en los que 

ocurre una translocacidn de dos cargas elementales 

por unidad de área de mem1rana, entonces uné epro

ximaci6n de este capacitor teorice memtranal es : 

6 r = 2 e - d/ ( E. E o A } 

Donde e es la c2rga elemental, des el espe

sor de la cubierta dieléctrica de la membrana, A es 

el área de la membrana, E. es la constante dieléc

trica y (o es un factor dimensional. 

Posteriormente estudios de inducción electros

tática, terminaron de confirmar la existencia de es 

te potencial de rnembr2na y mostraron que la asime~

tría eléctrica generada, queda fi~elmente compensa

da por el consiguiente depósito de iones alrrededor 

de los tilacoides ( fig II-16 ). 

Sin embrego a.un ,iay grana~s preguntas en rela

ción al potencial de membrana, que aun no han sido 

contestadas, siendo las más importantes: 

1.- La inco~sistencia de los protones generados por 

la bomta de protones con la estequjometría del 

transporte de electr6nes. 

2.- El mecanismo ce la extrerrédarnente rápida transf~ 

rencia de electrones a travez de la membrana,

específicamente en cada centro de reacción. 

3.- El ~ecanismo por medio del cual la plastoquino-
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. .... 

na transloca hidrógeno a travez· de la membrana. 

4.- La naturaleza química y estructur·a1 de la difu . -
; 

sion desde el exterior de la membrana y su re-

levancia para fosforileción o el translocador 

de protones, ( 5,19,44 ). 

Una ot:servación muy importante fue hecha por 

M &vron, quien halid una relación entre la magni-

tud de los gradientes de pH y ·1a síntesis de ATP~ 

En un estado basal, el pH puede ser medido por la 

variaci6n de diferentes parámetros, incluyendo la 

intensidad de la luz, la edición de varios inhibi 

óores de la cadena transportadora de electrones,-

así como la adición de desacoplantes. En todos 

los cesos anteriores se pudo obse?var que no había 
·H fosforileci6n cuando los yaloies deAP eran meno-

res de 2 y se veía que a valores altos había una -

dependencia de la fosforilaci6n, de la transloca-

ci6n de protones hacia el interior del tilacoide, 

y se observ6 que mientras mas grsnde e·ra APH, -

mejor era la fosforilaci6n en los tilacoides, fe

nómeno que es exrlicedo sEtisfectoriamente por la 

hip6tesis ~uimiosm6tica de Witchell. ( 6 ). 

Hl}OTESIS DE ~ITCHELL 

Los sistemas de ATFasa en mitocondries y el~ 

rorlastos, se tienen que encontrar cateli~F-dos por 

una reacci6n quimioem6tica en la que los proto~es 
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son translocados a travez de la membrana acoplada 

estequiométricamente a la sintesis de ATP o en su 

defecto con su hidrólisis, entonces se sugirio que 

había un sistema de oxido-reducci6n_por medió de -

un sistema de citocrornos que se hallaba org2.ni7ado 

anisotropicamente a traves de la ~embrena (fig -

II-11) y entonces el combustible para la célula 

son los protor:es que pueden ser producidos de un 

lado y consumidos por el otro, entonces le hip6te 

sis quimiosm6tica depende termodiná~icamente del 

hecho de que hay una distrituci6n anisotr6pica en 

el sistema de ATP asa. 

En la hip6tesis quimiosm6tica, el primer pa

so esencial es la conversión ae la energía libre 

derivada del transporte electrónico en un poten-

cial osmótico. El segundo, requiere un proceso 

completo de acoplamiento, si hubiera este acopl~ 

mie~to a la síntesis de ATP y el retorno efectivo 

del flujo de protones a traves de la membrana. 

Krebs sugirio que el ATF podía ser sinteti~ado -

por un segundo sistema de transporte de Plectrones 

sin embargo sta sugestión y el posible mecanismo 

de acoplamiento de la fcsforilsci6n no concuerda 

con los sucesos que ocUYren en la membrana. 
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Sistema De Hidro-Deshidratación Anisotr6pico 

Unicamente las reacciones de oxido-reducción 

estan directamente acopladas a la transferencia de 
. 

iones o a la sepa.ración de H+ y OH- en los sistemas 

electroquímicos, sin embargo en la idea de la tr~ns 

locación de grupo se postula que debe existir un 

acarreador enzimático catalítico o en su defecto un 

conductor específico de iones OH-. 

El sistema anisotr6pico re:versibleJde .ATPasac.;. 

de la hipótesis quimiosm6tica -( fig II-11 ) ' se ba-

sa en el concepto de que la región ·del centro FJCti-

VO de la membrana en donde se localiza la ATPasa es 

específica~ente permeable a los iones OH- de un la

do de la meml::rana y unicamente a los iones H+ por -

el otro lado, y al tiempo que entra agua por ese -

lado, la hidrólisis del ATF podría ser reversible-

mente acoplada a la translocaci6L de protones a tra 

ves de la membrana con una estequiometría de un OH

trenslocado por ATF hidrolizado. 

~ostulados Bssicos 

Fara poder comprender mejor la hipótesis de -

quimiosrn6tica es conveniente revisar los postulados 

que involucra, el siguiente sumario contiene los -

post~lados quimiosm6ticos tal~ como los concibió -

Kitchell en 1961. 
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1.- Los sistemas de ATPes? localizados en la membra 
1 

na de mitoc6ndrias, cloroplastos, y ba~terias foto

sint~ticas, son sistemas de hidrodeshidrataci6n con 

terminales esJecíficas para el agua y el ADP y su -

funci6n normal es un acoplamiento reversible de la 

translocaci6n· de protones a treves de la mem"tn:na,

al flujo de uniones a.nhidras equivalentes entre el 

egua y el e.coplamiento ATP / ( ADP + Pi ) • 

2.- La localizaci6n en la membrana de la cadena de 

oxido-reducci6n de mi tocondrias, clo.!opla.stos y bac 

terias fotosint~tic~s, que catalizan el -lujo de -

equivalentes reductores, semejantes a grupos H+ y -

despues de electrones entre los substratos de dife

rente potencial de oxido-reducción, tienen como fun 

ci6n normal Fcoplar la trensloceci6n de protones a 

traves de la membrana al flujo de equivalentes re-

ductores dur2nte la oxido-reducci6n. 

3.- En la membré· na de mi tocondrias, cloroplastos y 

bacterias fotosintéticas, hay presentes sistemas de 

ecarresdores para la difusión de substratos especí

ficos que permiten el efectivo y reversible cambio 

de iones a. traves de la membrana y a su vez permiten 

la entrede de metabolitos esenciales (substratos y 

aceptor-es de fosfatos) sin colapsar el _potencial de 

1tembr:::na. 

4.- Los sietemas de los postulados 1,2 y 3 estan 1~ 

calizsdos en un &cople.miento especial en la membra-
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na que posee baja permeabilidad a protones, aniones 

y cationes. 

Como consecuencia de estos postulados podemos 

observar que existen dos problemas esenciales al 

paso de moléculas polares dé bajo peso molecular 

a travez de las membranas biol6gicas. Primero 

debe existir un rnec&nismo que incremente específic!· ··~ 

mente la permeabilidad de la membrana al soluto 

transportado. Segundo cuando hay acumulación con 

tra un gradiente de concentraci6n, la célula u orga 

nelo debe acoplar energía del metabolismo, a la --

translocaci6n de soluto a travez de la membrana. 

Entonces, se puede proponer que los mecanismos gen~ 

rales de trónsporte que resuelven estos problemas 

son la translocaci6n de substrato y la trEnslocaci6n 

de grupo. 

La transloc&ci6n de substrato consiste en la -

difusión a traves de la membrane del soluto no modi 

fi~edo químicamente por medio de la presencia en la 

membrana ae un acarreeo.os específico o portador. 

( fig II-12 ). 

En la translocaci6n de grupo, el-caracter vec

torial esencial del tre~~porte se consigue e traves 

de la asociación de um:. enzima o gru;,o de en?imas 

con la membrana de tel for~P que el substrato se 

acerca de la fase acuosa en un lado de la membrana 

y el producto es disociado en el otro lado ( fig -

II-13 ) • 
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Fara explicar el acoplamiento de la fosforila 

ci6n del ADP al flujo de protones, Mitchell asumi6 

que las dos reacciones que estaban espacial y quí

micamente separa das, esto es, · que el proceso de la 

fosforilaci6n oxidativa expresado como: 

A red + E ox + ADP + POH ~ B red + A ox + ATP + H20 

Fuede ser separado en la reacci6n de oxido-re

ducción: 

A red + F ox A o~ + B red 

y en la reacción de hidro-deshidratación: 

ADF + POH -------------

Y para acoplar estas reacciones Nitchell con-
.. 

sideró que las fuerzas que conectan los movimien--

tos de las partícules involucradas en la oxido-re

ducción, junto con las que participan en la deshi

dratación del ADF + POH , se comu_-riicaban osmóti

camente por el flujo cíclico de protones entre las 

dos fases acuoses separ~des por una membrana lipí

dica que contiene la cedena oxido-reductora y el~ 

sistema de A'l'P2se. Considerendo la distribuci6n 

anisotr61ica del sistema de ATPasa, la actividad -

electroquímica del egua en el centro a.ctivo ( (H2~ e ) 

para determinados puntos del equilibrio de hidr61i 
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sis del sistema ATP / ADP, van a ser dados no por 

el p;.oducto (ttj R6L. X [oHJ R6L en ias fases acuo 

sas (interna o externa), pero sipo~ el producto --

donde ( J indican las concentra-

cienes relativas a la actividad ouíffiica y E y L son 

las fases extern·a .e interna respectiv&rn.c:nte. La -

relación de la actividad electroquímica ATP / ADP 

(incluyendo les formas ionicas), puede ser aumenta

da consecuentemente en la actividad de ATPasa, la -

cual puede ser revertida para dar actividad de ADP 

fosforilesa y entonces quedaría en co~co~dencia con 

la ley de acción de mesas y pera el equilibrio de -

hidrólisis descrito, han de incluirse los siguientes 

elementos: 

ÚTP] 
·(ADP] 

La actividad electroquímica de un componente 

en cierto lugar del equilibrio, define absolut2.men 

te la tendencia a escapar de las partículas de los 

componentes decido a la prssi6n química y el~ctri

c2. que soportan las partículas que se hallen en es 

te runto del equilibrio. 

= 

Donde K2 es independiente del medio porque -
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~- . 

estamos usando actividades electroquímicas. Enton 

ces podemos escribir que la actividad eleétroquími

ca del aguen el centró reactivo del sistema de ATP 

asa será~el siguiente: 

X 

Si tomamos en cuenta que la reacci6n total de 

la ATPasa que pu12de ser· representada por : 

;:::===::' ADP + POH + 2H+ 

Entonces el equilibrio para la hidrólisis del 

ATP puede escribirse de la siguierite forma: 

fi\nP] x frott] 
[ATP] 

= 

La actividad electroquím1ca del agua en las 

fases acuosas L y Res entonces representada por -

~2~ aq y el r-roducto K [H2o] a.q es entonces igual 

a la cor ... st&nte de hidrólisis y así se define normal 

mente. Cuando la reacción hidrolítica esta estric 

tar:!ente ecoplada a la trenslocaci6n ce protones de~ 

de la fase R hasta la fase L, para la hidr6lisis -

del ATP se puede emplear la siguiente representación: 
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X 

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

participan en el equilibrio de la misma forma, cua~ 

do hay un potencial de membrana de E en milivolts 

( mV) entre las fases L y R, lositivo en la fase L 

y negativo en la fase R, por definición se puede ex 

presar de la siguiente manera: 

lag = + 
AE 

z 

Donde Z = 2.303 RT/F : Fes la constante de 

Farada;y, R es le. constante de los gases y E es -

el equivalente de energía libre que se genera en un 

sistema de translocaci6r: de H+ por cadena transpor

teciora de electrones, combinando estas ultimas ecua 

cienes se tiene: 

{ATij L 
+ 

AE 
z 

A 300 ºK, Z tiene un valor de 60 mV y· la cons 

tente de hidrólisis para el ATP se halla en un va-

lor de 5; si esto ocurre, entonces se puede sutsti 

tuir pH R pH 1. por A p8 y puede escrit,irse 
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--~·,:~. 

la ecuaci6n como: 

[AT~ L 
[.PoH] L 2_opH 

.6.E log -= Log + [ADP] L -·- :30 

En este caso l&s Bctiv'idades electroquímic2s -

del ATP, ADF"""POH se encuentran éproximadamente en 

le misme fese y pueden ser equivalentes a sus con-

centraciones y se asume que [Poij es 0.01 M, enton-

ces: 

Log = 7 
30 

La diferencia de potencial electroauímico nece - -
sario para que el equilibrio ATP / ADP acoplado y 

bajo estas condiciones, se expresa en mV y por lo -

tanto puede escribirse corno: 

= 210 

De esta ~anera es posible ~onsiderar que la -

diferencia de potencial correspondiente a una dife 

· d H d ºbº renc1a e p pue e escr1 irse como: 

Donde Af es la diferencia de potencial. 

Es iruportEnte hccer notar que la mayor parte 

-• 

- 5 
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de las ·evidencias exrerir:entales apoyan el hecho de 

que pH es ún intermediario obligado en la sinte-

sis de· ATP y que además conduce a la síntesis de -

como lo der:ostr2 ron Jagendorf et al ( 13, 33, 34, 35, -

4-0 ) • 

FOTOFOSFORILACION 

6omo hemos visto en lo 2nteriorment~ expues

to, para la generaci6n fotosintética del ATP no so 

la.mente se requiere la existencie de un gradiente 

de protones, sino además hace falta la presencie -

de una enzima c&pa~ a.e utilizar la energía libre -

generada por este gradiente. Aunque el :oecanismo 

quirniosL6tico ex1·lica s&tísfectoria.rnente c6mo la -

energíE de las f·Oléculas que se oxidan a traves de 

moléculas transportEdoras de electrones, se utili

za para for~er ATF, a partir de ADF y POH, adolece 

de dos defectos: 

Primero.- El sistema de ATPasa no se localiza en 

el interior de la membrana, sir,o que se halla loca 

lizadode r.:enera 2nisotr6rica y bacie el exterior -

de la membrana del tilacoide, aunque hay que hacer 

le eclareci6L de que la diftrituci6n anisotropica 

se Jresenta no por la ATFes2 sola, sino Jor el com 

plejo Fo-ATPasa, en donde el complejo Fo se va a 

encontrar co~pletamente emtetido en le mernbrena y 

es entonces este corr:r·lejo el que .Presente la car&c 
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terística de selectividad a los iones que pasan de 

uno u otro lado de la membrana y los llevará hesta 

el centro de rea.cci6n de dicha ATPasa. 

Segundo No explica cuales son los eventos mol~cu

lares respons2bles de le síntesis de ATP. 

Pullman et al, solubili:zaron una ATFasa de -

mitocondrias la cual era capaz de restaurar la 2c 

ti vi dad de ATPasa en _partícule s ·submi tocondria.les 

deficientes de ATPasa y esta ATPasa recibi6 el -

nomlre de F1• 

For otro lado, Jagendorf & Smith, fueion los 

primeros en encontrar que la fotofosforilación se 

desacoplaba cuando los til8coides eran tratados -

con soluciones djluia[s de AD TA. Fosteriormen 

te Avron mostró que si Bgreg&ben poco des,rues los 

extractos ce E D TA a los tilacoides tratBdos, -

entonces se reste. uraba pa.rcialmente la fotofosfo-

rilaci6n ( 6 ). ru¿s tErde Me Certy & RackBr en-

centraron que esta proteíne a la que Avron había 

llamado fBctor de scoplamiento 1, era identica 

a la F1 de la mitocondria; además heli6 que las -

preparaciones de CF1 (coupling factor I) eren d~ 

¡endientes de c~lcio y con el uso de Entisueros 

es.r,ecíficos se in.hibie fuertemente le Ectivida.d 

de ATF&sa y la fotofosforileci6n; entonces era -

evidente que CF1 jugala un rapel esenciel en la 

fotofosforilaci6n. 
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CF1 comprende aproximademe~te el 10 fo de la.s 

proteínas de la membrana del tilacoide y es una§ 

gran proteína de peso molecular de ( 325 000 del

tons ), presenta una forma esférica, la cuél fue 

evidenciada al microscopio electr6ni~o ( fig II-14 ). 

Con la ayuda de técnices de electroforesis -

en geles de poliEcril&mide, fue posible descubrir 

que esta proteína esta compuesta por varias sutu

nidades ( 7 ), generalmente se acepta que CF1 está 

formada por 5 subunidades polipeptídices las cua-

les son nombradas dels e( a le €, en orden decre--

ciente de su mesa molecular, sin embargo la este-

quiometría de estes sutunidaes aun se encuentra en 

controversia y se han reportado l~s siguientes es

tequio!!1etrí2s: 0(-·3 fl 3 ó J l '°'2 ¡, 2 r ~ iE. ' --
o( 2 fl 2 Y 2 ¡ 1-2 é 2 y oc 2 P 2 r l é 2 • _ 

For otro lado Iairc & .. E&ITUT,es dedujeron une este~ui..Q_ 

metría mínima de o( 2 p 2 I d { 2 misma que fue 

encontrada por técnic~s de dicroisr~ circular por -

lo que se considera que esta es la estequiometría -

existente en CF1 • 

tl conteLido de ~ulfhidrilos en las sutunidades 

de CF1 tampoco es co~si~tente con la estequiometría 

2·: 2: I: I: 2. 

Farron & Eacker detectaron de 12 a 13 cisteí-

nas por mol de CF1 y si csumi~os la estequiometría 
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2: 2 : I: I: 2, entonces tiene que haber 14 cistei 

nas por mol de CF1 • 

Considerando que CF 1 está formado po'r 5 subunida

des polipeptídicas, se estudió mts a fondo cada una de 

estas y sus probEbles propiedades son : 

SUFUNIDhD °" 
- masa molecular 59 000 - 61 000 

- probable estequiometría 

- contenido de cisteína en% 

( 2 ) 

( 2 ) 

- se ha sugerido que tiene una funci6n reguladora. 

- masa molecular 54 000 - 57 000 

- probable estequiometría ( 2) 

- contenido de cisteína en% ( 2 ) 

- En cuE-nto e su funci6n, existen evidencü~.s indi

rectas de oue este es la Bubunided cstalítica. 

c~.ntley et al h2n indicr.do la presencie de dos si

tios de uni6r.. de nucleotic.os en CF1 y estos sitios 

ti~nen la propiedad de unir : Ar,:F , ADP , PNF , -

( AD1'1 ( i:.KP en r,resencia de J,:g+2 • 

For otro ledo, Natedryk et al, por medio de 

estudios de intercembio hidrógeno-deuterio, que son 

m~todos eltamente sensitles fara ~nelizei c2mlios -



estr·ucturales, compararon la interacción de CF1 -

con diferentes nucleotidos ( AMP, ADP, € ATP y· -

60 

E ADP) y encontrFron que estos se unían en 3 si· 

tios diferentes, des;ues de la fijación de ATF ~ -

ADF en el primer sitio de uni6n encontraron que-· 

los peptidos cambiados se encor~traban en las subu:. 

nid2des J3 y ~ , sin embargo debido a las discre 

pa.ncias existentes en la literatura, no es posible 

sacar una conclusión acertada ( 9, 38 ). 

- masa molecular 34 000 - 39 000 

- probable estequioretria ( I ) 

- contenida de cisteína en j ( 3 - 6 ) 

- Se ha observedo que la utilizeción de ~uero e.nti

subunided 'l/" , junto con suero 2nti o< , inhit,e la -

activided de ATPes2, lo cual puede sugerir que la -

sutunided r ruede inducir une conforrr.eción favora

ble en los cambios de CF1 , otre observación impor

tente es que los 1'1-derivcdos de maleir:id2, inhiben 

le fotofosfo~ilacion por reaccióL eslecifica con la 

subunidad O y se ha dicho que 1~ rnaleiruida bifun-

cional o-lrenilend ir:ie l E: imida, entre:cruza a.os grupos 

-SH de la misma sutunidad y se ha postulado que 

este entrecruzemiento modifica la estructura de la 

en~ina cEmtiando la permesbilidad de la ~embrana; 
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sin embargo estos datos experimentales no son cap~ 

ces de explicar r,orqué cu2ndo se usan· i;iucleotidos 

en los marcajes con maleimidas tales como ATP, .ADP 

etc, se revierte el efecto de estos reactivos, pues 

to que en ~ltivo caso, esto sugeririe que bey int! 

racci6n con la sutunidad catalítica; además, otro 

dato muy importante es que las maleimidas bifuncio 

nales ta.mtien inhiben la bomba de protones, lo que 

entonces tambier.. hace penssr que esta inhibici6n -

se d.ebe al ·2be.timiento de ApH s no a 1.,-:_11a ecci6n -

dir~cta sobre CF1• En conclusi6n, si hey intera~ 

ci6n con le bo~be de protones y reversión de su -

efecto inhibidor en presencia de nucleotidos, no -

es posible afirmar :~ue f tiene forz.osa.: ente un pa 

pel reguledor del flujo de protones h2sta el sitio 

catalítico de la enzima. 

SUPUI\ IDAD d 

- masa molecular 17 000 - 20 000 

- probable estequiometría ( I) 

- contenido de cisteína en% ( I) 

- En cuento e su función, telson K ( 39 ), demostr~ 

que cuenno se ~uitaban las molécules de CF 1 de la 

memtre.na del tilecoide y posteriormente se auitsba 

la subur:icad d , est2s r:ioléc-:;las no eran capaces 

de restEur2r la fotofosforilaci6n, pero si se efre 
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gaba a esta mezcla una preparación enriquecida de 

subunidad d, se observaba la restauración de la 

fotofosforilaci6n, lo que llev6 a la conclusión -

de que la subunided / es la r·esroLsable del enla-

ce entre la membrana y CF1• Posteriores estudios 

empleE>r:ido anticuerpos contra / , .confirma.ron que 

/erala sutunicad responsable de la unión en-

tre CF1 y la membrana ( 17,39 ). 

SUBUNIDAD € 

- masa molecular 13 000 - 15 700 

- probable estequiometría 

- contenicio d.E: cisteíne en % 

( 2 ) 

( I ) 

- De su funci6n se he ~uferido que va a servir como 

un inhibidor de le. actividad de ATFasa. 

Fe..r2 la generación de .ATP se !·equiere no so

la~ente el enlace de la me~brana con CF1 , sino que 

tambienes necesaria la integridad de los grupos -

sulfhidri·lo presentes en CF 1 , lo cual fue comproba 

do por Vallejos y bndreo, quie~es prob2ron que el 

reactivo específico de g~uros -SH 2,2'-ditiobis

(-5-ni tropiridina) ( D·rNF), inhibía la fotofosfo

rilaci6n cuendo los cloroplastos eran preincubados 

con este reactivo en le luz, inhibici6n que se 



podía preveLir con DTT {ñitiotreitiol), ADP + Pi 

y algunos ~esacoplantes, además "DTNP inhibía el 

transporte de electrones besa! y acoplado a la -

sintesis de ATf rero no cuando se des&coplaba e! 

te previamente, iosteriores estudios con o-lodo

benzoato, que ta~bien es un reactivo específico 

pare oxidar gruros -SH; mostr&ron que este reac

tivo inhibe la s1ntesis de A'r.P y el transporte de 

electrones acoplado, esto indica que es necesaria 

la integridad de los grufos fSH para que se lleve 

a cebo la rotofosforilacion, lo cual puede deler

se, tien a que la reeccion 6atalitice este intima 

mente involucrEdE. con estos gruros 6 como sugie-

ren Vallejos et al, que los gru os -SR de 12 sut-u 

nided .cételiticc: esi como los. de Y de 21¡une me....ne:: 
• 

ra son cEp&ces de cocservar 12 energia en la molé 

cula de C1"1 ( 3,4·¡ ), sea cua.l sea la !uncion d.e 

estos grupos -SH en la fotofosforilsc1on, es 2lgo 

que eun no se ha aclarado com~letEmente. 

Tonendo en cuenta los éntecedentes exruestos 

anteriormente, es positle concluir que CF 1 es la 

ur.ica parte del é.. f Br8. to rotos j ntet 1co que r. copla 

el flujo de p:otones rroveLi~nte del interior de 

la ~e~trrns del tiJ&coide E lE sintes1s de ATFT 

Esto 1nd1ce entonces, que CF1 es la enzima res-

ror.set::.le de lE. s1r,tes1s cie AT.F, rero te.rnt1en son 

necessr1os otros !8ctores h1d1o~ot1cos rera este-

63 

.·r:·. 



64 

,: .. /,. 

bilizar el enlace de CF1 con ia membr~na del tila 

coi de, que es la t·uente desde donde se va a permi 

tir el flujo de protones a traves de la nembrana 

del til~coide, con el CF1 y al rnisro tiem¡o se en 

cuentra en la memtren.s el comrJ e jo r·: otéico llama 

do Fo, que unido con CF1 va a formar el comrlejo 

llamedo Fo~CF1 o complejo de ATFesa ( fig II-15 ) 

Estos coniponentes de lE rl,enibrana, s.on hidrof6 

bicos y constituyen el conjunto de proteínas que 

se sabe se encuentra dentro de li:: i:;embrana y que 

J:ro't,c tle:c.,ente la atraviesa. j; E:: lgo muJ1 imJ1ort;;nte 

es que fresenta unE distribución anisotrópica. 

A este corr:;·le jo eL su corijur ... to se ·le conce como -

corq::lejo CF·1-Fo. 

Esto quiere decir entonces, que Fo va E caté 

lizar lE trensferencie trc:nsmembrana de protones, 

fenómeno que demostró Gould, en sus experimentos 

con trifenilesteao el demostrar que este compuesto 

podía restaur1:;r la bombc: de _protones en cloropla~ 

tos 2 los que previamente se les había quitato CF1 

( 15) . 

Los rosibles mecanismos de la fosforilaci6n 

que tiene lugsr en el co:r:J lB jo CF 1-Fo , r·ueden s!: 

pa~arse en óos c2tegori~s que son: directa e indi 

::·ecta. 

Er. el mecE.nisn:o directo. E' e une pri;:.ero un -

ion fosfato y el ADF a la perte CF 1 del comrlejo 
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enzimático. Los protones se tr&sladan a traves 

de un canal de la parte Fo y atacan entonces a uno 

de los oxígenos del fosfato, que es separado para 

for-r.Ger una molécula de Fin2lrnente 
, 

2gua. un OXl-

geno del ADP ataca a la molécula de fosfato para 

formar una molécula de ATP y la molécula de ATP -

entonces se sepera de la enzima. 

En el ceso del mecbnismo indirecto, hay toda 

una variedad de mecanis11.;os indirectos, aunque el 

más probale ruede ser, que en en locus activo de 

la enzima, podría ser que el ATF y el fosfato inor 

gánico se combinaran expontcneemente sin la adi--

ci6n de energía libre. Ls molécula de ATF resul 

tante, qued2rí2 entonces firmemente unida a la en 

zima y serie necesErio aplicar energía para libe-

rerle. La energía podr!an suministrerlE los pr~ 

tones uniéndose a la enzima en una porción distin 

ta del locus activo provocsndo un cambio conforma 

cional en la enzima, a este resrecto Eoyer et al 

proJusieron una hi¡.-6tesis e.e ecoplan-:ier.to confor 

:r:,acionel en la cual se SUf,iere que para que se -

lleve a cabo el cambio conformacionel que implica 

un CE.!l:bio específico para. la &ctividad de ATPesa 

de ls enzima y otro difereLte pera la sintesis de 

ATP y que este CEmbio conformacionel era indis--

re~seble, sin eabsrgo este modelo no indica de -

que G&Ler2 se ottend~ia le energia necesaria pera 
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llevar E cabo ests reacciones ( 8) ( Iig II-16 ). 

Me Carty & Fagan, demo~traron que el mecanismo 

de la fosforil2ci6n más prob2tle es el segundo, al 

demost~ar 12 inhitici6n irreversible (dependiente -

de la luz) de la foto~osforilsci6n y la ectividad -

de ATF2sa ror NEK (N-etilsaleirida) de~ostraLdo que 

la luz rrovoca ce~bios confor~~cioneles en CF-, ' 1 

o.ejar,do al descutierto los grupos reactivos (6ruros 

-SH) r2r2 ·~ue ¡,udieran reaccionar con NEl\t: producie~ 

dose [si una inhibición que LO se manifie~ta cuando 

se E: gr e é. &. N EI( en la o t s cur id & d ( 2 2 , 2 9 ) • 

eLto~ces cofirma la hipótesis de Foyer, ya que de-

mustrs la existencia de un cetbio conforffi&cionel, -

eunque no en sus télrninos, pues este c&ttio confor

m2cioL2l este condicion2ao el flujo de p?·otones e -

tre.;;es de Fo. 

Ahore que be~os consideredo todas l&s reaccio-

nes de los rrocesos lur::1IJosoF de la .fotosir;tesis, -

' ;:ocemos ,:¡:,enser e.e un ( s,.:uern2 fener~;l que Los nJ;.es--

tre el f: lijo de elE:ctror,es 2corl2do 2 léc for·m&ción 

de ATP, que además este en conco1d~~cta co~ la hip~ 

tesis de Kitchell, entre el eistema de trensforte -

de elE:ctrories el c~5l se bella sep2r-scio en le mem-

trena ¿el sist~ma enisotr6pico de ATFesa t2l y como 

se .le ccr.sidere en le F:ctualid&d { fig II-17) • 
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Finalmente es necesario hac.er notar que a pe:

sarde todo lo que se conoce sotre CF1 , hay muchas 

cosés aun desconocidas y las preguntas a contestar 

en los proximos e5os ser~L fundamentalmente las si 

guientes: 

l.-¿ cual o cuales son los componentes responsables 

de cept6r el potencisl electroquimico y como -

funcionén estos componentes? 

2.- ¿ Cómo interectuen molecularmente el componente 
. 

catalitico, con el componente qu~ transfiere 

la energia del potencial, asi como el conocer 

el mecanismo por medio del cual se previenen 

í'uge.s de ener-gia en el ~ ist.ema? 

3.- ¿ Como detect6 el comfonente cetalitico el po

tericial químico del sistema ~· cufl es la 1·un 

cion del H+? 

4. - ¿ Cual es el ¡;,ecanismo de lé: sintesis de ATF a 

nivel del componente catalitico? y¿. Qúé --

·implican los sitios regul&dores del sitio ca 

t&litico? 
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M A L E I M I D A S 

Se ha estetlecido aue los clororlastos in vi-- ~ --
tro e in si tu , a.sí con,o la.s partículas subcloro-

pla.sti cas, sufren carbios conformacionales cuando 

son ilErr:inafü:,s y coruo ya fue mencionado a.nteriormen 

te, estos cmsbios estan involucrados en la sinte--

sis de .ATI. Estos cambios han sido obser·vados --

por diferentes métodos, por e jemr,lo se ha demostra 

do que el tamaño medio de les partículas cloropl~.:! 

ticas aui;,enta durante la iluminaci6n y tambien se 

ha observado contracción en otras condiciones. 

La contracción es reversible en obscuridad, pero 

el hincha~iento en ciertas condiciones no lo es. 

Además se ha descutierto que la membrana de los ti 

lacoides es más reactiva a ciertos productos cuan-
1 

do las reacciones se hacen en la lu2, que cuando -

les reacciones se hacen en la obscuridad. 
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Uno de los métodos más prometedores para estu

diar clos cambios conformaci9nales de las membranas 

es la modificación química de grupos -SH (con N-de

rivados de maleimida), ya que estos estudios han -

sido encerninados a encontrar ~ual o cueles son los 

componentes que cambian su conforrnaci6n estructural 

al verse afectados por la luz ( 40,41 ). 

El primer trabajo que se re.porta con el uso -
1 

de N-derivados de maleirnida como reactivos de madi 

ficaci6n química, es el trabajo de Me Ca.rty et al, 

quienes demostraron que cuErtdo se tr&tEban cloro~~ 

plastas con 1 m~ de NEM en la luz pero no en la -

obscuridad, daba corno consecuencia una parcial y -

perrr,anente inhibición de la fotofosforileci6n así 

como una inhi bici6n del tra.ns'porte de .. electrones -

no cíclico en condiciones fosforilantes. Esto su 

giere entonces que la luz froduce un cambio confo!,_ 

macional que trae como consecuencia la exposición 

de los grupos -SH 6 gruros que reaccionan con NEM. 

Fosterionnente estos misn.os a.utores, incubE>ndo mo~ 

lécules de CF1 &isledas en presencia de PH] NEM y 

posterior·:rr¡ente desnatl.i.ralizando la proteín2 p:ra -

obtener sus diferentes subunidades, corrieron una 

electroforesis de estas sutunidc:ides en un gel de -

poliacrila1tida - SDS para poder sepa~ar dichas su

bunidedes, y encontraron que (3H] :KE:rl se hallaba ca 

si en su totalidad en la banda correspon(;iente a 
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la· subunidad Y , lo que demostraba que NEM ·actua- · 

ba específicamente en la subunidad '( ·de CF1• En--

tonces esto indicaba que los grupos -SH de esta subu 

nidad estaban involucredos en el proceso de fotofcs

f orilc c i 6n y algo más importante a.un es q_ue esto pro 

baba que era neces&rio un carr.bio conformacional para 

que se llevara a cebo la síntesis de ATP, y al mismo 

tiem10 probaba que NEM no afectaba a la bomba de pr.2, 

tones. 

r&a[nuson y 111c Carty, siguieron explotando la -

reacción de NEM con CF 1,.el estudiar las interaccio

nes del enlace membr&na enzima con nucleotidos y en

contarron que cuenda se incubabban cloroplastos con 

l mM de :t-:Erf y bs jas concentr1:i.ciones de nucleotidos -

tales como .ADF o ATF, se pr'oduce un fenómeno de pr.2. 

tecci6n de la inhibici6n de la fotofosforilaci6n per 

NEM y entonces concluyeron que CF1 contenía multi--

ples sitios que podían reaccionar con los nucleoti--

dos y que uno de esos sitios era la subunided 

3sto quiere decir que '1 tiene sitios para 

• 

o que la interacción de las su'tunidades 1- fl indu-

ce e exponer gruros -SH sue se protejen en la obscu

rid&d, y tembien conclu;yeron que tanto ATP como .ADP 

pueden modificar a CF1 en la luz {- 29,30,44 ). 

Debido a que estos reactivos eran altamente es

pecíficos a los grupos -SH de CF1 , entonces se pen

só en la posibilidad de que estos ref',ctivos tambien 
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podían servir como reactivos da entrecruzamient~ ~ 

(lo cual se logr~ prep1 rFndo N-derivados biftmcio~ 

nales de rr~leimida). El uso de rec:ctivos de en-

trec~ ur2r.-,iento, es un método swr,2nier:te út i 1 f&ra -

locali¿ar les proteínas ,involucr&dr-s en los c&r,bios 

conform&cional1cs que sufre la membrana y aun má.s -

que pai;el desempeñen en las funciones biol6ficas, 

lo que entonces nos daría una idea de la estructu 

ra de la proteína. Aunque los detElles que se ob 

tienen con 1~ ayuda de técnicas espectr·osc6picas 

son mucho mejores, estas ul t·imas, no se pueden usar 

en este intervalo de dimensiones. 

Weibs y Kc Certy encontraron en 1977 que la -

mc:leimida bifuncionel o-Fen·ilendimaleimida ( OPDM ) 

( fig III-1) int1ibía l& fotofosforileci6n en clo

roplastos de espinaca ( Spinacea oleracea) a con

centreciones e bajo de 100 U M lo que quiere decir 

que es unas 500 veces IIH~S -efectiva que NEM. 

Figura III-1 ESTHUCTUi.A DE o-FSt,ILEl\DITl:Al:f~IlflDA 
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Por otro lado los tilacoides tratados con OFDM 

mostrBron un decremento en la bombé. de protones y -

este decremento ere restav.rado ;:or N,N-diciclohexil 

carbodiimida. Adem~s observaron que 14c OPDM era 

incorpora.da en las subunidades r .y {. del CF I, 

tanto en la luz COI:i.O en la obscuridad y entonces es 

muy posiple que OFDM reaccione con un grupo -SH de 

la sutunida.d r . accesible en la obscuridad y la --

otra función maleimida restante reaccionEir con un -

grupo -SH de 'Y exruesto ~n la luz, lo que da un -

entrecruzamiento entre e.os grupos -SH de O ( 9. ). 

Estos mismos autores en 1979 trabejaron con -

otra maleimida bifuncional, Ditiobis-N-etilmaleimi

da ( DTEM ), ( fig III-2 ), encon~rsndo que esta -

tambien era un potente inhibidor de la sintesis de 

ATP en cloror,lastos y que además tambi·en era un po

tente inhibidor de la bomba. de protones. 

Figura III-2 

o o 

N - c. Hi. - S - S - C tt._ - N 

o (') 

ESTRUCTURA DB DITIOEIS-N-ETILMALEil.ViIDA 

Sin embargo cuando se.hidrolizete el puente -
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disulfuro que tienen las moléculas de DTEM unidas a 

tilacoides y luego se volvía a medir la fotofosfori 

laci6n, se encontr6 que su efecto ahora era como -

el de v_ne m5leir,ida monofuncional del ti.Po NEM, o -

sea oue inhibe la transfererJcia de energía pero ya 

no a la bomba de protones, y entonces interpretaron 

estos datos de la siguiente rtanera: La sul::unidad 

de CF1 contiene dos sitios reactivos para msleimida 

uno expuesto y otro en,bebido en la membrana o en la 

proteína, de t&l manere que cuenda se incut,a.n Jos -

tilacoicies en la luz con D'¡'El\i, una de les funciones 

rnaleimida se pega al grupo -SH expuesto en la obsc~ 

ridad y la otra funci6n m2leimide se une al grupo -

-SH que se va 2 exponer como consecuencia ae· un ca.~ 

tio conform&cional inducid.o por la luz, lo que se -

traduce en una inhibición de la fotofosforilaci6n, 

que cuando se hidroliza el puente disulfuro de la -

rna~ eirnida, va ser revertida J-arcielmerite este inhi

bición y entonces su inhitici6n es similar a la ob

tenida con NEM ( fig III-3 ). 

A este resrecto es jLteresente hacer notar que 

OPDN y DTEIV: son dos compuestos que tienen un.a dife

rente Jongitud entre sus centros re5ctivos ( fig -

III-4 ), que hace poco probeble que estas dos malei 

midas se esten uniendo a los mismos gru.ros -SR, e -

incluso es factible que se esten uniendo a dos dife 

rentes sut,unida.ces y rJo 1lr.!ic1::mente a una. .Además, 
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Figura 111-3 

INTEBPR~TACION DE KcCARTY SOBRE LA INHIBICION DE LA 

FOTOFOSFOBILACION FOR DTEM 

.... 
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uno de los problemas más importantes del uso de -

reactivos de entrecruzamiento en estudios de mem

tram:s, es el hecho de q_ue et entrecruzamiento -

ocurra frecuentemente dé menera a~arosa ( fig III-

5). 

Tomando en cuenta lo anter5ormente expuesto 

y dada le im_portencia de las maleirriidas tifunciona 

les como reEctivos de entrecruzamiento par~ la lo

celiz.&ci6n de los grupos -SH responsables de la -

sintesis de ATF, se decidió llevar a cebo la sinte 

sis o.e diferentes 1;ale-;rnidas bif1,;.nciom,les que difi 

erer, unicsmente en la longitud de la cadenE- hidro..

cerbona da, que separ~ las funciones meleimida, lo 

que de la po~itilidad de obtener diferentes ent1·e' 

cru~amientos que van i depender de la :istencia -

e:-.istente entre los funciones weleimida y esto en

tonces ~bre le Josibilidad de poder localizar la -

o.ist2ncia existente tntre los grupos -SH responsa

bles de la sintesis de .ATP, así como asber si '6.ni

ce.r.!.:ente se hallar, en una subunidad o se encuentran 

distribuidos en dos o mts di ellas. 

SII\Tl:SIS D:S }ELEiklDbS 

Las raleirridas N substituidas son compuestos 

ce fórrr.úla genera!: 



o 

"-1 
o 

y la más ser..cille de todes es la rnaleimida - -

( l-N-pirrol-2,5-diona, y,y = H) cuya prepar2ci6n 

data d~ 1904 en que pl~ncher y Cattedori la ottuvie 

ron a partir de la oxidación del pirrol con ácido -

cr61r.i e o. Más tarde Ferson y Swiller prepararon la 

maleimida sor medio de la formación del educto fura 

no-anhidrido maleico. 

Considerando la química de las rnaleimides, se 

s~be ~ue existen dos sitios reectivos en el anillo. 

La función carboxiimid6 y la doble lig&dura, cPda -

una de las cueles tiene influencia sobre la reacti

vidad de la otra, causando que la maleimida ~ea un 

poco diferente a la carboxiimide de tipo cíclico u 

olefina cíclica. Aprovech&ndo las ventajas de la 

furición carboxiimida, se prepararon los derivados -

1-sutstituidos tanto monofu.r1cioneles como bifuncio 

r..ales ( reactivos que fueron ¡,reperados por Patricia 

García y bna Luisa Silva en el departalI!ento de qu!

lI!ica CrgÉLica de la DE F G de la F2cultad De Qu!mi 

ca) que.más tarde serían usados como reéctivos de 

entrecruzamiento. 

Los derivados N-sutstituidos que fueroL prep~ 
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0 rados son los siguientes: 

o 

o 

N-metilolmaleimida, la cual fue prepE::rada a 

partir de maleimida y formaldehido al· 40 % por medio 

de cattlisis b~sica según la siguiente reacción: 

o 

+ 
H'-_ 

rº 
H 

N-etilmaleimida 

-ou > 

)' 

o 

~OH 

o 

o 

o 

NH- Cll2,.-CHJ 

oU 



o 

N-W 

o 

El segundo ruétndo consiste en le obteLci6n 

fel 2nhidrido 3,6-endox~-l,2,3,6-tetr2hidroft¿

lico a rartir de fureno más anhidrido maleico, 

la cual es una reacción de Diels Aloer, el enhi 

drido esí ottenido se disuelve en ácido acético 

glecisl y se le ediciona. en el caso de la obten 

ci6n de BEN la etileminE y en el caso de la BM 

el hidrEto de hidrErina y finelffiente se efectua 

una pirclisis de }os eductos pera obter,er las 

maleimidas segun las siguientes reacciones: 

Ó-·~ 
11 D 
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De esta manera diferentes maleirnidas fueron· 

sintetizadas, dichas maleimidas son~ 

1,4-DIMALEIKIDOBUTANO 

o 

+ IJ Ha. - c. ,.., l - e H .. - c. H t. - e Ui. - AJ 1-11, 

o 
o 

AJH - c.11¿- CH1. - CH¿ - CHt, - H IJ 

OH HO 

o o 

--l OH 

: 

rJ;... e.Mi - c.Hi,-C.Hi.-C:.Ue.- N 

o o 

1, 6-DIIl:ALEJ. rnDOHEXANO 

o 

+ 

o 
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a -

b -

AlfJ- Clft - C.fh - C..Uz - e.u, -c.lf1.- Cfft - HA/ 

11 

o f:· :l.· OH

N- Cll1. - (ff¿-C.ffa._- e.Ha. -<-11& - C.H&.- 9'f 

OETER IIS ItAlEINIDO ftIBTILICO 
o 

En este caso la metria prima es la maleimida 

raonofuncional metilol, la cueles condensada con 

otr2 molécule igual obteniendose asíel éter. 

o 

+ 
o 

o 

lE~IUJO 
~HrS 

o 

o 

o 
..,\_ 

~H rº H 
o 

f - "to lucllf 
SCIIFINIC.I 

o 

t.fl1 - o - c.Ht. - N 

o 

85 
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COMPROBACION DE LA ESTRUCTURA 

Una ve~ hecha la sintesis, la comprÓbaci6n de 

la estructure se hace neces~ria, ya que se ha info! 

mado la posibilid&d de la obtención de isomeleimi-

das y dada la importancia del uso que ~e les va a -

dar a estas maleimidas, se procedi5 a identificar y r 

confirmar la estructura de ellas, lo cual se logr6 

for técnicas de espectroscopia en infrarrojo; Tabla 

I y por resonancia magnética protónica; Tabla II. 

Cuando se hubo ·confirmado la estructura de - -

estas m2leimid2s, el siguiente peso fue probar su -

capacidad p2ra reaccionar con grupos -SH, lo cual 

se hizo aprovechBLdo la característica de las malei 

midas de absorber en el ultravioleta, dicha carsct! 

ristica se us6 para determinar la reactividad de -

lE,s maleimida.s con grupos -SH, haciendolas reaccio

nar con cisteina a un pH adecuado y la disminución 

de la absorbencia consecuente se determinó a dife-

rentes intervalos de tiempo Tabla III. 

Uno de los parametros importantes para el em

pleo de estos compuestos como reactivos de entrecr~ 

zamiento, es la distritución entre las fases celula 

res, para poder llevar a cabo el entrecruzemiento, 

y la forma en que se puede evaluar esto es con la -

ayuda de los coeficientes de partición, entonces se 

procedió a la determinaci6n de los coeficientes de 



.; 
' ' , -0-H N-N ·.C-H c=o C-OH ·-i·· C-H O-H ·( .. ·· .... ·: 1; 

" 

'BEM ----- ----- 3100 1740vl710 --- 840 -~---

. BM ----- ----- 3100 1760vl740 --- 840 -----

EBMM ----- ----- ·3100 --------- --- 840 -----

l:14-'DMB ------ ----- 3100 --------- --- 840 --- .... '!" 

l 6-DMH ----- ___ .,.._ 
3100 ' .,1 --------- --- 840 ----.-

. ' ... 
-· ·. 35QQ:2200 MM ----- 3100 17.00 --- 840 -----

NEM ----- ----- 3IDO --------- --- 840 -----

" 

BANDAS CAR8CTERISTICAS EN EL INFRARROJO DE DIFERENTES MALEIMIDAS 

BEM~ Bi'~ ET!LENMALEiMIDÁ, BM = BISMALEJMIDA, EBMM = ETER BISMALEIMIDO METILICO 
:114-DMB 1,4 DIMALEIMIDO BUTANO, 1,6 DMH = 1,6 DIMALEIMIDb HEXANO 



-

·.~· 

VINILI 

N-N O-H' ·· tos -CH'- -CH2-

6.7 3.7 
BEM s s 

- 4H 4H 
.. 

7.02 
BM s 

- 4H ----- ----

EBMM ---- --------- ---- ---- --------. 

l.,4-DMB : 

--- -------- ----- ----- ------

' 1 

1J6-DMH. ---- -------- ~--- ----- ----------

-
5.42-5.63 6.88 4.98 

MM ---- s s s 
iD 2H ----

') o 2H 
'-

NEM ----- -------- ----- ---- -------

; 

BANDAS CARACTERISTICAS DE RESONANCIA MAG.NETICA PROTONICA 
-PARA MALEIMIDAS 

TABLA II 



REACTIVIDAD DE MALEIMIDAS CON CISTEINA 

1~6-DIMALEIMIDO HEXANO N-N/- BISMALEIMIDA BISETILENMALEIMIDA 

A T (MIN) A T (MIN) A T (MIN) 

0,413 o 0.62 o 0,22 o 
·o. 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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partición en un sistema egua/octanol para simular 

las condiciones celulares, obteniendose los siguie~ 

tes resultados: 

- fEM = 1.344 

- BM = 2 .• 9 53 

- 1,4-DNIB = 1.29 

- 1,6-D:MH = - - - -

- EEI1'.:M = 0.752 

- NEM = - - - -

- MM = 0.1384 

Aoui es muy importente hacer la acl&.reción de 

que los coeficientes de p&rtición que se esperaban 

en bese E sus gru~os polares y mase molecular son: 

1, 4-DIVIB fEM NEit BM EEMM y los - -

que se obtivieron son: BM BEM 1,4-DMB EBiiiM -

MM l 41 J. 

Otro factor que es determinante pare poder -

emplear las maleimidas bifuncionales, como reacti

vos de entrecruzamiento, es la existencia de la dis 

tancia edecuada entre los centros reactivos, ya que 

la maleimida puede ser rr.uy reactiva h2cia los gru

pos -SR, pero si estos no se encuentran a una dis

tencia igual a la que hay entre los n~cleos malei

midicos, no se llevará a cebo el entrecruzamiento, 

l fig III-6 J. 

Las rnaleimid&s que fueron sintetizadas debido 

a que tienen longitudes de csden2s hidroca.rbonc::das 
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FIG. III-6 

PROBABLE MECANISr-tl.DE REACCION DE UNA MALEIMIDA BIFUNCIONAL CON DOS GRUPOS - SH VESINALES DE LA 
,·: m-'IBRANA EN DONDE SE MUESTRA LA IMPORTANCIA QUE TIENE LA IGUALDAD DE LAS DIST,L\NCIAS EXISTENTES 

ENTRE LOS NUCLEOS REACTIVOS DE LA MALEIMIDA y LA EXISTENT'E ENTRE LOS GRUPOS - SH QUE vm A REA-
CIONAR. / 
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o 
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Figura 111 - 7 

N,N- bisdimaleimida 

Nl.M = 192 g/mol 

1,2- dimaleimido etano 

fo.1'1.í = 220 g/mol 

Eter-bis-malei~ido metílico 

ATI\í = 236 g/mol 

1,4- diEaleimido butano 
!Gd = 248 g/mol 

//,5 ..;..A;.__ _________ __. 

· Clh-C H2. - e H~ - CH;- CH,_ - e 1-1:,. -11 ,.,. 

o 

·CJ/¡-Off 

1,6-dimaleimido hexano 

JvJE = 276 g/mol 

Maleimida metilol 

11''.M = 127 g/mol 
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diferentes, lo que nos va a permitir tener diferen 

tes distancia~ entre centro r~activo y centro rea~ 

tivo, lo que 2un2do a sus contormaciones m~s proba 

bles, nos va a permitir movernos en un ranfo desde 

los 5.5 A hasta los 11.5 A , como puede observarse 

en la figura ( III-7 ). 

Los diferentes N-derivados de maleimida que -

fueron probados en este trabajo van a presentar u

na. conformación óptima y un& conformación poco - -

probable segun el tipo de molécula de que se trate 

por tanto es neces2rio conocer como estan distri-

buidos su étomos en el espacio, lo cua.l lo podemos 

observar en las siguientes f1gur2s. 
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M A T E R I A L E S Y M E T O D O S 
JI 

1. - A ISLJ:JfIE:NTO DE CLOI10} LASTOS DE ·cLASE II ( sin -

membrana externa) 

El método que &quíse describe es une r,ochficé:

ci6n a la sdepteci6n hecha pera nuestro lEtorEtorio 

de la. técnica publicada por Takaoki et al ( 43 ). 

30 g de espinacas ( Spine.cea oleracea ) previa 

mente laved.as, se gu2rdan en el refrigerador la no-

che anterior conservándolas humedas. Se les quita 

la vena central y la punta, se picen fine.mente y se 

colocan en un veso de licuadora (enfriFdo en conge-

lador durante JO min ). se e dici_onan 180 ml de m~ 

dio de aislamiento ( 200 mM de sacarosa, 20 mM de -

tricina, 5 mM de r~:gc12 .6H2o, 50 mM de KCl y o.5 mM 

de ascorbato ) , se licua durante 5 segm·,dos intermi 

tenterr.ente. Itffiedietamente se filtra e traves de 

4 capes de gasa colocadas en un enbudo de filtra--

·., 
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ci6n r~pida., para eliminar los r~siduos de hoja -

qu.e no :fuéron molidos. El homogenizado se colo-

ca en los tubos de centrífuga previamente e~fria~ 

dos y ce equiliqran. Se centrifuga e 1500 rpm 

durante 3 rr..inutos ( en ur,a centríf~a ~-SE modelo 

LR-6 con cabezal ); en este paso se elirr..ina el se 

dimento que contiene les célules enteras, n~cleos 

y pared celular. El sobren~dente se centrifuga 

a 3,506 rpm durante 8 minutos. Se elimina el --

sobrenadsnte y el sedimento que contiene los clo

roplstos se lsva con un medio de resuspension ( -

100 m~ de se.cE;rosa, 20 mM de tricina, 5 mM de 

I1:gc1 2 .6H20, 50 ml1l de ECl );,cuid2dosamente con un 

tubo de ensayo que contiene hielo se remueve el -

paquete de cloroplc:stos, se horr.ogeniza y se centri 

fuga a 3 500 rpm por 8 minutos. Este procedimie_!! 

to de levado se repite dos veces con la finalidad 

de eliminar impurezas. Finalmente el sedi~ento se 

resuspende en 3 r:cl de m1:dio de resuspension sin BSA 

y se conserva en un tubo de.ensaye cubierto con 

papel óluminio a bBja temperatura en un baño de 

hielo. En esta .metodología es importante conser-

var la temperatura a 4 °c como m~ximo y & un pH de 

8.00 

II."'."' 

• 

DETERMINACION DB CLO:·O:F ILA 

Esta determinación se reali2.6por un método es 

pectrofotoruétrico, cuyós ecueciones fueron deriva-
.. :.,;· 
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das de los coeficientes de absortividad molar de 

las diferentes clorofilas ( 28,45 ). 

A tres tubos de ensayo de 13 X 100 se les adi 

ciona 5 ml d, 2cetona el 80 %. A dos. de ellos se 

les pone un2 elicuota de é'O JJJ- de le susrer~sion de 

clorcplestos yirevie.mente homogeneizedes, se cubren 

los tres tubos con papel p2rafilm e inmediatamente 

se agitan en un vortex ror 30 segundos y se incu-

ban en la obscuridad durante 5 minutos; se centTifu 

gan las dos muestres en una. centrífuga. clínica mo

delo CL No ·197 A , a. velocÍda d máxime por 5 minu-

tos, se decenta y 81 sobrenadente se le determina 

la absorbencia e 649 y 665 nm contra el blanco de 

acetona en un espectrofotometro Carl Zeiss M4 Q lll, 

45309-P:MQ 11. 46L75, celculc.ndo los valores con le -

siguiente ecueci6n: 

clorofila total 

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

III .- N.~rtCAJE DE CLC:OFLASTOS DE CLASE II CON ~A

LEIMITIAS EIFU~CIONALES 

El marcaje de cl'oroplstos se reeli26 segun una 

adaptaci6n el método reportado por Jfic Carty et al -

pera J\EM ( 29 ) • 

En una cubeta refrigereda por agua, se coleen 
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7 ml de un medio de resuspension ( 100 mM de saca

rosa, 20 mM de trici!}a, 5 mM de J\1gC12,6H20 y 50 mM 

de KCl ) , se coloc2n 70 ..W.. de ·niv O, 5 M y 140 ~ de 

clor·ofila ( 20 U g /ml ) y se incuc,a ror un minuto 

en la luz y/o obscurid~d con concetr~cio~es crecien 

tes de maleimidas bifuncionales ( O.O, 0.05 mM, 0,1 

mM, 0,3 m.M, 0.5 mM ),una vez terminada la incuba-

ci6n se procede a pasar el contenido de la cubeta 

a un tubo de centrífuga que previamente contiene -

15 ml de una mezcla de resuspension similar a la -

anterior con 16 diferencia de que este contiene --

0 .1 % de ESA desgrasa da y O. 05 ml dé_ 2-mercaptoet~ 

nol cor:..centrada ( cuyc. funci6n es parar la reacción) 

y se centrifugan los cloroplastos ( ahora marcados) 

en una centríftiga KSE mod~lo LR-6 con cebezal a --

5 000 rpm por es¡,a c io de 10 minutos despues de lo 

cual se desecha el sotrenadante ( fig IV-1 ) , 

fara la medici6n del transporte de electrones 

los cloroplastos marcados se resuspenden en 7 ml de 

un.E me~cla de· reacción que contiene 100 mb~ de saca

rosa, 20 mM de tricina., 5 mM de JIIIgC12.6H20 y 50 mM 

de KCl y 0.1 % de ESA desgrasada. 

Pera la medición de la bomba de protones y la 

fotofosforilaci6n, se resuspendi6 a los cloroplas

tos marcados en 7 ml de una mez9la de reacción que 

contiene 100 mM de :KCl y 5 mK de :t1:gc12.6H20 • 

/ 
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Para realizar los marcajes se sigui6 el esquema 

que se_ muestra a continuación: 

concentración 

ml de de periodo de 

tubo Jff l. R r,:sleimidc inc1.,_bs ci6n 

1 7 1 min 

2 7 1 min 

3 7 0.05 mM 1 min 

4 7 0.05 mlVl 1 r.,in 

' 5 7 0.1 mM 1 rr,in 

6 7 0.3 mM 1 min 

7 7 0.5 mM 1 rr.in 

IV • - I-,:.f..~C_to.JE DE CLC~.OlLP.STOS DE Cf LES II CON 1\'.l.ALEI 

MIDAS EIFUKCICNALES 1RLVI0 MARCAJE CON NEM EN 

LA OFSCUEIDAD. 

En une cubeta de vidrio refrigerada por egua 

se coloc2n 7 ml de ITedio de resuspensi6n sin ESA 

{ 100 mM de sacarose, 20 mM de tricine, 5 mM de -

r.~gCl,... 6H,..O y 50 mTr- de }: Cl ) a los cuales se agregan 
¿ t::. 

70 U 1 de MV 0.5 M ( 2ceptor ertificial de electr~ 

nes ) y 140.filg de clorofila. Se jncuba por un -

minuto con 0.1 rr,If de !,El( en la obscuridad e irur.,e-

di2t2mente despues se incuba con co~centraciones -

crecientes de rr;aleimida t.ifuncional por un rr:inuto 

en presencia de luz { fig IV-2 ) : un2. vez tern:ina-
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FUNDftMENTO DEL MARCAJE DE TILACOIDES CON Ml\LEIMIDAS BIFUNCIONALES PREVIO MARCAJE C0\1UN EN LA OBSCURIDAD. 
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da la incubaci6n, se procede a pasar el contenido 

de la. cubeta a un tubo de centrífuga que previame!! 

te contiene 15 ml de medio de resuspeLsion con 0.1 

% de BSA oesgrasada y 0.05 ml de 2-merceptoetanol 

( para parar la reacci6n) y se cent!ifugsn los -

cloroplastos a 5 000 rpm por espacio de 10 minutos 

en una centrífuga f(SE modelo LR-6 con cabezal, de~ 

pues de lo cual se desecha el sobrenadante y se -

pr_pcede .. a medir: la bomba de protones y la fotofos

forilaci6n. 

V.- MEDICION DEL TRANSPO~TE DE ELECTRONES 

Basándose en el hecho de que por efecto de -

la luz hay fot61isis del agua, y de que el oxíge

no e_s un elemento electroinducible, originando una 

onda que se puede detectar ¡:-or medio de un electr6 

do, que mide el gr&diente electroquímico por efec

to de la concentración de oxígeno manteniendo con~ 

tante el voltaje aplicado, se empleo en este caso 

un electr6do de tipo Clark ( 12 ) que mide los --

cambios de concentración de oxígeno que se produ-

cen por la fot6lisis del egua. Este electr6do es 

ta compuesto por un cátodo de platino y un ánodo -

de plata los que estan en contacto con una solu--

ci6n concentrad~ de cloruro de potasio, la que a -

su vez esta contE:nide en una membrGna de politetr.§!_ 

.,, 
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flu6roetileno ( FTFE·) que está en contacto con 

el medio de reacci6n, protegiendo al electr6do -

de sub~tencias contaminantes y .siendo permeable 

a gases. Se consideré que 1a permeabilidad es 
. . 

selectiva., porque en el ceso pcrtícular del oxí 

geno en la mezcla de reacci6n es el 11nico que -

estávari&.ndo. Aplicand<;> un vol ta j~ de O. 5 a O_. 8 

Volts a tróves de los electr6dos, la corriente 

es proporcional a la concentreci6n de oxígeno -

en la cubeta de reacción. 

En el electr6do d~ tipo Clark se efectúan 

lEs siguientes reacciones: 

Anodo 

4 Ag+ 4 Cl - 4 AgCl 4.e + + 

C~todo 

4 H+ + 4 e + O e 
2 ~ H20 

4 H+ + 4 Ag+ + 4 61- + o .... ~ 4 AgCl 
t:. 

-

+ 2 H20 

Los cemcios de corriente detectados en el -

electr6do son traducidos a voltaje por un oxíme-. 
tro construido por el Dr Richérd pilley ( en nues 

tro laboratorjo ), este ú·ltinio estáconecteao a un 

re[,istradOJ" Beckmón con una er:trE-da de máximo de 

10 mV, lo que equivale a 1-2 equivalentes electr6 

nicos. 

El esqueme mostrado en la figura ( IV-3) -
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ilustra la disrosici6n del equipo empleado, que -
~ ::-. 

consta de lo siguiente: Uri proyector Sawy\'\ers con 
,. .,,.. . . 

una lampara de 500 W para proporcionar luz hasta -

.1. • 6 sa1,ur2c1 n, el rayo de luz pesa atreves de una --

lente de Isevva que consiste. de una soJuci6n de sul 

fato de cobre al 2 %, contenida en une matraz de -

bola de 500 rnl, que hace la funci6n de filtro, con 

centrando la luz y elimin&ndo el calor de la lamp~ 

rapara que este no llegue a la cámara de reacción 

la cual a su vez se encuentra refrigerada .ror agua 

esta cé:mera está sostenida sot-re un agitaclor megné 

tico que niantiene honogénea la suspen~:ion y la cual 

a su ves tiene adaptedo el electr6do de tipo Clark, 

dende se ajust2 perfectamente. 

Paré medir las reacciones, se us6 una mezcla 

de reacci6n standard que contiene: 100 mM de saca 

rosa, 20 mM de tricina, 50 mM de KCl, 5 mK de l\CgCl,.,. 
¿ 

6Hr0 y 0.1 % de BSA desgr8sada. 
¿ 

La calibreci6n se r~eli~6 con le mezcla de -

reacci6n stEndard y 50 mK de fery·icianuro. 

En todas las maleimidas se probó el transpor

te de electrones basal así como el fosforilante. 

Las reacciones efectuadas en la mezcla son: 

;eacci6n Total PSI + PS II 

H20 ) l\..íV 

2H,._O + r I,IV ) "' l't:VHr. + º2 ¿ ¿ 
¿ ¿ 

"' kVH 2 + 2 º2 + 4 H+ r 
H202 ¿ ¿ 

tr&nsportsndose 1 º2! 4 e 

I 
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Calibraci6n 

H2o--~) Fe(CN) 6 

+ 4 Fe(CN) 6 

trar:s por·t2 no.ose l O,../ 4 e 
~ 

Los trazos obtenidos en el graficador nos in

dican la velocidad de consumo o producción de oxí

geno, lo cual se puede determinar comparendo la.-

pendiente del control con los tra~os obtenidos pa

ra los diferentes protlem2s con las fualeimidas, -

celibr~ndo con una soluci6ti de Fe(CN) 6 0.05 M que 

cuanci.G se 2gregan 10,Al.l e:,uivale a 0.5.A.t.eq de e 

en 2 ml, lo que se emplea pera hacer la conversion 

e microeauivalentes de electrones por hora por mi 
- -

ligrarno de clorofila, que es la expre~ion final -

del resultado: 

O. 5 .Atea e 
No de linec1s 

recorridas 

al cElibrar 

X 
60 min/Hr 

mg/rr:l de clo
rofila adicio 

nada 

A., eq e-/ Hr / mg de cloroí·ila. 

= 

4 Fe(CN) . 6 
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VI.- MEDICION DE LA BOivlBA DE PROTONES 

Se mide el gradiente de protones, registrsndo 

los car:1tios de pH en un potenciometro ( Corning mo 

delo 12 con una escala expandida J, a la mezcla de 

reacción que contiene los cloroplastos, cuando es

ta es ilumineda a un pH = 6. 

La velocidad y el cambio de pH se pueden cal 

cular por la diferencia de pendiente y tamafio del 

trazo, debida a la alcalini~ación del medio al ser 

trsnsportedos los rrotones hacia adentro de los ti 

lócoidEs. El flujo inverso de protones sucede,:,-

cuando se apega la luz., pero con una velocidad me-

nor. 

El wedio de reacción standard contiene 100 mM 

de KCl y 5 mM de MgC12 .6H¿O y O.J mlW de IviV, tiene 

además 20.A_,g de clorofila por ml. 

Los inst:!··umentos erupleaaos se esquematizan 

en la fig IV-5 ; el e~uipo consiste de un p:r·oyector 

Sav-.yers con una lampara de '.:>Olí Ví, hacienao pasar -

la luz por una lente de Isav;a, para concentrc-r los 

rayos y eliri:incr el calor. La cubeta de reacción 

tiene doble camisa con flujo de ~gua pare conservar 

la terr.peratura, dentro de la cubeta de reacci6n. s~ 

sumerge el electródio conec1-ado al potencio.metro, -

el cual está conect&do a un grat·icador Beckman, que 

registra los cambios de pH por medio de los caobios 
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de voltaje que registra. • <. 

Cuando se iluminan los cloroplastos se genera 

un gradiente frotOLico en el que se estan translo-
/ 

cando los protones hacia el interior del t1lacoide 

de los cloroplastos y por tahto se alcaliniza el -

medio externo que es el pH qu~ mide el electr6do. 

V 11 • - l\IBDllJll!.N lJE LA. 1''0'r0l"OS1"0RILAClüN 

Se mide le genereciOrt de iones OH- que son -

expulsedos·hacia el medio externo del tilacoide, lo 

cual se logra registr2ndo los csmbios de pH en un 

potenciometro l Corning modelo 12 con una escala -

expandida J, a la mezcla de reacción, cuando esta 

H -es iluminade a p = tl. 

Le velocidad de s1ntes1s de AT~ se puede cal

cular por la d1!erenc1a de la ;endiente de los pr~ 

blemas con les d1rerentes meleimidas en contraste 

con el traz.o control y calibrando con J Al de HCl 

U. U'.) N • 

El medio d.e reaccioL st&ndard cor..tiene lUU mM. 

de KCl y J mM de MgC1 2 .bH~O, U.J m.l.V! de IV1V, lUJ..L! 

de Pi u. 3 M/ ml y lU A,l de AD.F u • .1 M / ml. 

Los instruJLentos empleados se esquematiza.n en 

la 1·1gura lV-5 y el e~uipo es el mismo. que se des

cribi6 para le torrbe de protones. 

Cu2ndo se iluri,inen los cloro.rlestos se inicia 
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la sintesis de ATP trayendo com~ consecuencia la libe 

ración de ·iones OH- provenientes de1 fosfato inorgá-

n1co, reaccion que se ¡1eva a cabo en la AT~asa del -

c!o~oplesto, y como 16 sintesis de ATE se va a llevar 

a une velocidad constc.nte ento"nces se va a observ&.r -

una constEinte liberacion de iories OH- lo cua.l se va a 

ret·lejar en una constEnte slcal1nizG-ci6n del rr,edio ex 

terno. 

Los tr·a ros obtenidos en el graficador nos indi

can la velocidad de síntesis de ATE, lo cual se puede 

determinar comparando la pendiente del control con -

los tr&2os obtenidos por los d1!erentes prollemes con 

maleimidas, calibrendo con HCl ü.~J N J Al que equi

vale 2: o.UJjJ...eq de H+ lo que se emplea rar& h2:cer la 

conversion de microequivalentes de ATP por hor¿ por -

mg de clorofila, que es la expresion fical del resul

te.do : 

0.05..,U,.eq ATP 

No de lineas 

recorrides 

al calibrar 

X 60 min / Hr 

IJ2g/ml de clo

rofila adicio 

nada 

JJ...eq ATF / Hr / rng de clorofila. 

= 
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R E S U L T A D O S Y D I S C U S I O N 

1.- Efecto de maleimidas monofuncionales en el -

transporte de electrones be~al y fosforilante. 

En las figuras V-1 y V-3, podemos o't:servar -

el efecto de las maleirr:ifü·s monofuncionales sobre 

el transporte de electrones basal cuEndo se incuban 

los cloroplrstos eL presencia de maleimides en la 

luz y cuéndo se incuban en la obscu.Tidad, se .:puede 

ot.servar que MM inhite el transporte de electrones 

b2sel cuando se incube en la luz pero no cuando se 

incuba en la obscuridad, lo que sugiere que l\:M es 

un ir:ihibidor del trBnsporte de electrones, pero p~ 

raque pueda inhibir necesita de le presencia de -

le luz rrobé ble.:: ente _porque le luz induce un ca.I!lbio 

conforriacional en la membrana, que permite su en-

treda hasta la cadena transportadora de electrones 

o tien que se ex1onen grupos -SH que en la obscuri 

dad no est2n exrues1os y entonces puede haber reec 

ci6n con la meleimide rnonofuncionel. Si esto es 

es!, entonces es fecilmente expliceble porque el -
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transporte de electrones fosforilante es inhibido . ' 

por MM y no por NEM como puede· observirse en la~ 

figuras V-2 y V-4. 

2.- Efecto de maleimidas monof~ncionales en la -

bomba de protones y fotofosforilaci6n. 

En las figurEs V-5 y V-7 ruede observarse que 

ni !.'IM ni NEM, tienen ningun efecto sobre la bomba 

de protones, lo que nos permite concluir que su - -

efecto no es a nivel de las reacciones de trensferen 

cia df energía, ya que no hay inhibic16n de de la 

generaci6n de APH. Cui:ndo se midió le fotofosfo

rilación ( figuras V-6 y V-8 ) , se pudo observa.r -

que NEM inhibía la fotofosforilación cue.ndo se in

cubaba en Je luz y rlo en la obscuridad, lo que de

mostr&..ba que J\E!1. es un inhitidor específico de CF1 

como ye estaba reportado en la literattira. Sin -

emba.rgo en el ceso de lVíM, se vio que aparte de in

hibir la fotofosforilsción cuando se incubaba en -

la luz, tal!:bien prs-sentaba un efecto inhibitorio -

en la obscuridad cuando este compuesto se bella en 

altas coDcentrPciones, lo cual está concordando con 

el hecho de que este conpuesto es un inhibidor de 

le c~dena transpoy·tod.ora de electrones y es jnter~ 

se.nte notar que la única diferencia que tiene este 

coThpuesto con ~EN es un grupo OH- en vez del CH3 -

de NEM, rer0 corno puede verse esta diferencia es -

más que suficiente para cambiar el sitio de reacción 
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con grupos -SH que va a preferir el reactivo y as! 
' '~ ~ •. ' . 

afectar diferen'te funci6n. 

3 .- Efecto de maleimidas bifuncionales en el trans. 

porte de electrones basal y fosforilante. 

En les figuras V-9 y V-11, se puede otservar 

·el efecto de la.s diferentes maleir:·ides en el trans 

porte de electrones bEsal y como puede verse, BK, 

EBN1M, y 1, 4-DMB no r,resentan ningun efecto sobre el 

tr2nsporte de electrones basal cuEndo s.e incuba· en~ 

lE luz, mientras que cuando se :incuban en la obscu 

rid.ad solo BM y EHfiv1 no presentan ningun efecto so 

bre el transr·orte de electrones basal. Con respe~ 

to a las demás maleimidas, puede verse que PEM y -

1,6-DMH son inhibidores del.sistema de tr&ns1orte 

de electrones ya que inhiben el transporte de elec 

trenes basal tanto en luz como en obscuridad, sin 

embargo u~.dato jnteres&nte se tiene con 1,4-DNB -

ya que este no :inhibe en la luz pero si en la obs

curidad, lo que ruede sugerir que se este uniendo 

a una proteína de rr,err:trana que este íntimamente -

ligada con la cadena trensportadora de electrones. 

y que tiene grupos -SH que estan eccesibles en la 

obscu1·idé d y en cambio en la luz es probable que 

sufra un cambio conforrr:acional de tal forma que -

ahora se encuentran escondidos dichos grupos -SH 

y entonces no son detectEdos por la melei~ida. 
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Además-es importante hacer notar que al ser malei 

mid~s de dif~rentes longitudes hidrocarbonadas lo 

más 16gico esperable es que se encontrará· .. una dis 

tancia 6ptimE de inhibici6n y sea de la cede~f -~ 

transportadora de electrones o de la sintesis de 

ATP, pero como puede verse equí, no hay relsci6n 

entre la longitud de lE cadena .hidrocerbcnsde y -

la inhibici6n. 

COL respecto al transporte de electrones fos 

foril2nte ( figuras V-10 y V-12) se r,uede obser

ve.r q_ue el tr2ns1,orte de electrones fosforilante 

es afectado por todas las maleimidas a ecepci6n 

de EBKN cuando se incuban los tilacoides con malei 

midas en la luz. Para el c&so de EEM y 1,6-D:MH 

era 16gico ya que como dijimos antes son inhibido 

res dE-1 trans.porte de electrones, lo que es compr~ 

·t,ado por la inhibición que muestran estos compue~ 

tos en la obscurida.d ( fig V-12 ) , aquí e!:, inter~ 

sante hacer notar que 1,4-DME activa el transporte 

de electrones fosforilante en la obscuridad. 

En el caso de 1,4-DEB se ocserva entonces una 

inhibici6n del transporte de electrones fosforilan 

te cu~ndo se incubEn los til&coides con maleimidas 

en la luz lo cual fodría sugerir que este com¡mes-. 

to o está actuanBc sobre le ATP2sa 6 estd actuando 

a nivel de las reacciones de transferencia de ener 

gia; sin embargo, este mismo corr:puesto muestra un 
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- . .:-"~· ....... "'.:.: 

incremento en el transporte de electrones fosfori 

lente c~end~ se realiza la incubáci6n en la obscu 

ridad y entonces esto podríá sugerir que es un de 

sacopl2nte, pero eEto se sabr& cuendo se Enalizen 

los resultados de la bo~ba de protones y fotofosfo 

rilaci6n. Iara EM se 1uede observar una ligera 

inhibici6n del trensrorte de electrones fosforilan 

te tanto cuando se incuba en la luz como en la obs 
¡ 

curidad lo que entonces sugiere que entonces sugi~ 

re que este compuesto o actúe a nivel de les reac

ciones de transferencia de energía p bien sobre la 

ATPasa, pero aun es más interesante notar que EBJ18l 

casi no actua en el tr2r.s_porte de electrones fosfo 

rilc1.nte ni en le h~z ni en lE obscuridad, lo. que -

entonces ouiere decir aue EBl\IM está entr'ecruzando - ... 

en grupos -SH diferentes a·los que entrecruzan las 

demás maleimid2s. 

4.- Efecto de maleimidas bifU:ncionales sobre la -

bombE de protones. 

Como puede otse:r·varse en las figuras V-13 y 

V-15 las smleimidas 1,6-Dl\"ill y BEM no presentan 

nir:gun efecto en la bombe de protones ni cuando -

se incuba en la luz ni cu&nóo se incuba en la obs 

curidad, lo cual concuerda con el hecho de que i~ 

hiben a la cadena transportadora de electrones, -

pero para que esto see reelrr.ente concordante, es 
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necesario entone es pro_poner que eétas .,;mal eimidas -

inhiben a nivel de PS II y no antes, ya que si fue 

ra esí deberían inhibir a la bomba dS protones, -

para el coso de 1,4-DKB se puede observar que inhi 

be a la bomba de prototes tanto en luz como en obs 

curidad unica.mente cuancio se halla en al tas caneen 

treciones, siendo mc:~1or su efecto c-µ.E:ndo la incuba 

ci6n se hace en la luz, tal vez porque se una a --
-

alguna proteína íntimamente ligada a la cadena~--

transportadora de elctrones como se había sugerido 

anteriormente y de ser esí este ptoteína debe es-

tar en FS II. El compuesto más interesante en la 

inhibición de la bomba ae protones, es el EBil'ili ya 

que este es el más potente inhibidor de la bomba -

de protones y sola.merite Ínhi be en pres_encia de la 

luz, lo cual puede sugerir que este compuest~ ec

túá específicamente sobre la bomba de protones y . 
solamente la inhibe en presencia de la luz lo cual 

indica que es indispensable la luz para que se pu! 

da llevar a cabo esta inhibici6n tal vez porque la 

luz induce un ce:mbio conformacional que permite 

que se expongan grupos -SH a los cuales se puede 

unir este compuesto siendo muy iffiportante el he

cho de que estos grupos -SH tienen una distancia -

igual a la que existe entre los centros-reactivos 

de esta caleimida lo aue explica porque solamente 

esta r.,aleimide produce este efecto de inhibición 
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de la bomba de protones. 

Finalmente tambi~n se puede observar que BM 

es un potente inhibidor de la bomba de protones 

cuando se incuba con tilacoides en la luz, pero 

esta maleimida presenta un efecto de inh1bici6n .. 
suma.mente interesante, ya que inhibe unicemente 

a la concentración de 0.1 mM y de~rues de esta 

concentraci6n se revierte su efecto ir1.-hibi torio 

como puede observarse en la figura V-13, eL ca~ 

bio cuando los tilecoides se incubán en la obscu 

ridad no se presenta nin~un efecto inhibitorio. 

5.- Efecto de maleimida.E bifuncionales en la foto 

fosforilaci6n. 

En las figuras V-14 y V-16 se I!iUestra el -

efecto de l~s amleimidas bifuncionales en la foto 

fosforilación y como puede verse a exe_pción de -

.!!:Efü'.M y l, 4-DMB que inhiben potentemente la foto-

fosforilac1on, la.s demés maleirnidas no presentan 

ningun efecto sobre la fotofosforilacion cuando -

los tilacoides son incubados con las maleimidas 

en la otscuridad. 

En el csso de la incuc·Eción con la luz, nue-

varr:ente se ve que EBT,i.lYl es el mas potente inhibidor 

de la fotofosforilacion lo cual es lógico porque -

este compuesto es el m¿s po"tente inhitidor de la -

boEba de pr·ctones, lo que entonces nos confirma --
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. ' .. :.· 
,,,., .,,ir.·:.:., 

que es~e compuesto actüa a nivel de la bomba de -

protones pero no nos descarta la posibilidad de 

qu~ actue a nivel de CF1, por otro lado se vuelve 

a ver este etecto de =:.M de inhibir a la concentra. 

ción de O.l mfü y luego revertir su efecto, l? que 

tembien indica que tambien actua a nivel ·de bomba 

de protones. Se ve· una inhibición de i,4-DlV'.B la 

cual nueva.mente se héce muy evidente a coLcentra

ciones altas lo que entonces confirma que está -

actuando sobre cadena transportedora de electrones 

como ·;;1a se di jo y entonces esta inhibicion de la 

fotofosforilacion no es mas que un reflejo de su 

2cción en la cadena de transporte de electrones,

ta.mbien puede observarse una inhibiciór.:. por r,arte 

de l,6-Dhlli la cual se debe a que como ya se mencio 

n6 es un inhibidor de la cadena de transporte de 

electrones y en el caso de BEre es interesante e -

intrigante ver que siendo un inhibidor de la cade. 

na de trans_ orte de electrones no inhiba a la t·oto 

t· os t· o r i 1 a e i ón. 

De lo anteriorn...ente expuesto, se puede con-

cluir que; HE!ú es un- inhibidor de la cadena de -

trensporte de electron~s. 

l, 6-DI.::.H inhibe a la fotot·ostor2lé.c1ón debido a que 

es un 1nhib1dor de la cadena tra.ns1-,ortadora de elec 

t:r·ones. 

1,4-DK.B es un cor1puesto que p!·obablertlente se enqfon 
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tre a ctuE.ndo sobre una proteína de membrana 1nt1 

ffiamente ligada con la cadena de transporte de e1ec 

trenes y de ser así muy probablesente esta pr·oteí

na se encuentra en PS Il. 

E.l:)J:'.Jll Se encuentra 8 ctu2ndo o t ier, a· nivel a.e la -

bomba de protones o bien sotre alguna subunidad de 

12 AT:fesa ~ue seé: capo.z de tlocnJ.e8.r o no el canal 

de _protones. 

BM Tiene una acci6n si~ilar a la de EBNJ.M, pero es 

ta está &ctuando a un nivel ~iferente lo cual es -

lógico _porque es muy diferente la .distencia er1tre 
.-

los nú.cleos reactivos de B1ú y· de EHí'.il'vJ. 

6.- Efecto de :rm~.lei:·.idas t,ifuncior:..ales en le foto-

fosforilación y bomba de _protones 1revio r:2 :r·caje -

con NE~ en la otscuridad. 

Col:'.O con los datos sr,terior·es era muy dificil 

concluir Q.Ue EBJ:M inhibía única.mente a la bomba de 

protones, era neceserio proi:ar- esta hipótesis, ad! 

rné.s si terdar::os u.r1a reacci6r: de entrecruzsrr..iento -

con sutunidea.es de CF1 era neceserio seter si los 

gru_pos -SH que es te cE-r·cs ei:trecruz2ndo eran los que 

se ex,ronen en la lu~ o se trc:tate. de uL entrecruza 

~iento como el rerortedo por el Dr Me Carty en su 

revisi6n de 1920 en done.e se ir:dica =!Ue hay un en 

trec:r·i..;..zamiento entre ur: is:rupo que se ex1-one er le 



obscuridad y un grupo que se exp9ne en la luz, o 

eran dos grupos de diferentes subunidades que se 

exponen en la obscuridad, por lo que se decidió 

reelizar u.na incubación con FENl en le obscuridad 

141 

( ya ·que se ha coreprobedo que en estas condiciones 

-I\EM no afecta a ninguna de las mediciones que se 

v&n a realizEr)para bloquear los grupos -SH que 

pudieran servir de ancla para que se unieran es

tes maleimides bifuncionales, y los resultados que 

se obtuvieron son los siguientes: 

Bomba de protones .- Como puede verse en la figura 

V-17 ninguna de las maleimidas bifuncionales actúa 

ahora sobre la bomba de rrotones a exepci6n de - -

1,4-Dll"'.E,lo que ter:rüna de comprobEr que este co:::r.

rue2to actúa a nivel de la cadena transportadora 

de elctrones y no en bomba de protones, lo cual se 

sugiere ya que la cinética de inhibición es igual 

a la observada en la figura V-13, por otro lado -

esto confirma. que hay un entrecruzamiento entre -

e.os gru1-,os -SH que esten expuestos en la obscuri-

dad y EB1'.'1l( es qui en se pega en ellos, ye que cue.n 

do se tloquean estos ;ya no se puede pegar EEJ\íl'i'I y 

entonces ya no es capa~ de inhibi~ 2 la bomba de 

protones, lo que entonces abre la posibilidad de 

que EBiv::E es un compuesto r:uy específico rara la 

bo:sba de ~ ratones y entonces con la ayuda de EEtM 

se puede tr2tar d.e localiz.er en q_ue pe.rte de la 



membrana se haya loaclizada la bomba de protones, 

finalmente es interesante observ~r que EM sigue co~ 

servando su cinética de inhibición en la bomba de -

protones l ero este comJ,uesto se une a dos gru1 os 

-SH que se exponen unic~=ente en la luz. 

totorosforilaci6n 

Conio puede o t s erva1·se en la r ifu.ra V-l.5 .t',EM -

e oc serva su misma cinética de inhibicion que en los 

cesos anteriores, c2so curioso es el l,b-D;··H ya que 

este com.pu sto 2hora no inhite ns.da, lo quiere de-

cir eutonces que si est¿ actuando e nivel de la - -

A'I'l:'E::sa o ta.mbien pudiera signiricar que este compue~ 

tonecesita de gruros -:SH que se exronge.n en .la .luz -

pera que ~ueda ECtuar en .le cadena trensportadora -

de e.lectrones ~ es por eso que aqui no muestre erec 

to, pero con l.os datos g.ue se tienen no puede ser 

2c1aracto. lera el. ceso cte l.,4-DNili es importante -

h&cer notar que aquí ne cambiedo 1a cinética de 1n

hibicion l.o que sugiere que adem~s de actuar en la 

cr.dena transportsdora de electrones como ya se des

cribi6, tEllitien inter~cciona con la ATFasa y en es

te caso ectáa en diferentes luferes, o tie~ es posi 

ble que corno ahora y2 no h2;y gru;os con los cueles 

ruede anclerse, entonces atéca a la ATPasa. Cuando 

se EnEliza le. cinétics de inhibición de EN.: ahora se 

ve que ha cessrerecido por comrleto esa inhibición 

a 0.1 rnV que despues se revertía y ahora se tiene 
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una cinética de inh1b1ci6.n constante, .lo que nos -

indica de que se une a dos grupos -SH que solamen

te se exr,onen en la luz y a.ntes se. unía a uno ex-

puesto en la luz J otro .expuesto en la obscuridad 

o a lo ~ejor a dos exruestos en la otscurided que 

no eran responsables de la síntesis de ATP pero -

com había entrecruzamiento entonces se impedía el 

libre movimiento de les sutinidades de la molécu

Finalmente cu&ndo se ve la inhibici6n 

de EEMM se ve que hay una inhi 1:-ición menor de la 

observada 2nterio1·mente pero c6n la ~is~a tenden

cia lo ouE: entonces ind.ica. que hay un efecto suma 

do de 1r.L11ic,ici6n de lé: bo:::nbe. de rrotones y otro -

de inhibición de la ATF&sa, sin que por esto este 

compuesto deje de ser útil como pera ser usndo .P.§; 

ra localizar a la tamba de protones en la nembra-

na. 

Ahora que ya se sabía que estos compuestos -

tenían u~a ecci6n directa o indirecta sotre CF1 -

10 que nos faltsbs seber es si ellos aritriaba~ so

bre la subuniced catalítica o no, lo c~al se p~do 

sater el ircubar tilacoides con estos comruestos 

en rre2encia. de nucleotidos como ATP, ADP y les -

res~ltados son los situientes: 

! 

1 

1 • 



,, 

'.: ... ~'r! . ./'• 

CONDICIONES DE 
TRATAMIENTO 

LUZ 

LUZ + B M 

EFECTO DE BJ1. EN LA BOVIBA DE PROTONES 

LUZ + B M + Pr 

LUZ + B M + P1 · + ADP 

LUZ + B M + ADP 

LUZ + B M + ATP 

LUZ + B M + ATP + Pr 

• Marcaje en 1 , . 1z '!'.Y'.,.. 1 minuto con O .1 mM de B M en medio de 
E resuspe-SJ.l, 

.ó. pH % 

100.00 

81.8 ± 9.90 

77.19 ± 9.90 · 

105.19 ± 17 ,30 

97.4 ± 16.30 
. 

94.1 ± 17.60 

94.3 ± 6,70 



': \..4\-"' . . ,,,,. 

EFECTO DE B M EN LA FOTOFOSFORILACION 

CONDICIONES DE 
TRATA'v\IENTO 

LUZ 

WZ + B M 

LUZ + B M ·+ PI -
LUZ + B M + P1 ·+ ADP 

LUZ + B M + ADP 

LUZ + B M + ATP 

WZ + B M + ATP + P1 . 

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

". ,t , .. ,..~· • ,..,. 1 C'' •,r 

SINTESIS DE 
ATP % 

100.00 

78.20 ± 10.40 

71.50 ± 25.40 

79.50 ± 4.90 
-

83.10 ± 13.90 

85.40 ± 20.00 

102.60 ± 7.10 



\.~':'.,. 

CONDICIONES DE 
TRATAMIENT,O 

LUZ 

LUZ + BE M 

EFECTO DE BE M EN LA FOTOFOSFORILACION 

WZ + BE M + PI 

LUZ + B E M + · P1 + ADP 

LUZ + BE M + ADP 

WZ + BE M + ATP 

LUZ + BE M + ATP + PI 

Marcaje con luz i;x::,r 1 minuto con 0.1 nM de BE M en medio de 
resuspension sin B,S A 

.. .. ~. ... ', . .,, • .• ...1· 

SINTESIS DE· 
ATP % 

100.00 

86.20 ± 13.00 

84.00 ± 21.90 

95.00 ± 12.42 

97.00 ± 21,00· 

103.60 ± 20.40 

lli.81 ± 13,85 



•,\.\-~ ' ., .. 

CONDICIONES DE 
TRATAMIENTO 

wz 

WZ + BEM 

LUZ + BE M + P1 

EFECTO DE B E M EN U\ 00~ DE PROTONES 

LUZ + B E M + P1 · + ADP 

LUZ + BE M + ADP 

WZ + BE M + ATP 

WZ + B E M + ATP + Pi 

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

.. "' ~. -•· ,, .. ,-. ' .. . .. ,. 

4 pH % 

100,00 

92.50 ± 8.20 

101.55 ± 23.00 

96.32 + 13.70 

±03.20 ± 3.34· 

105.18 ± 16.50 

99.57 ± 8.30 



J,.\.~'r' ' .,_ 
EFECTO DE E B MM EN LA OOVIBA DE PROTONES 

CONDICIONES DE 
TRAT.AJ'1IENTO. 

LUZ 

·Luz+ EBMM 

LUZ + E B ~I M + P1 

LUZ + E B M M +. P1 + ADP 

LUZ + E B MM + ADP 

LUZ + E B M M + ATP 

LUZ + E B MM + ATP + P1 

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

... ., ... ,. ~ . .,, - ..., ... , ,,1· 

H .. -~,:'. ~ ,~: 
AP % 

100.00 

80,55 ± 9,49 

83.35 ± 10.40 

99.69 ± 10.60 

108.64 ± 24.12 

93.94 ± 12.71 

91,58 ± 13,8. 



'l.."'v '"! .,. 

EFECTO DE E B MM EN LA FOrüFOSFORILACION 

CONDICIONES DE 
TRATAMIENTO 

LUZ 
-

LUZ + E B MM 

LUZ + E B MM + ~I 

LUZ + E B M M + ·P1 + ADP 

LUZ + E B MM + ADP 

LUZ + E B MM + ATP 

WZ + E B M M + ATP + PI 

.. - .. 

Marcaje con luz por 1 minuto con 0.1 mM de E B MM en medio de 
resuspension sin B s A 

,M t'I .. ~) . .,, •.1· 

SINTESIS DE . 
ATP % 

100.00 

40.72 ± 2L.20 

55.66 ± 19,52 

46 .. B ± 32.80 

94.40 ± 27.04 

105.36 ± 12.10 

1301.15 ± 39.52 



1,.\.,, .... .. . .,. 

EFECTO DE l., 4 - D M Bi EN LA BOMBA DE PROTONES 

CONDICIONES DE 
TRAT#1IENTO 6pH % 

LUZ 

LUZ + 1.4-- D M l3 

wz + 1.,4 - D M 8 + PI 

LUZ + 1.,4 - D M B + PI + ADP 

LUZ + 1.,4 - D M 8 + ADP 
..... , . 

LUZ + 1.,4 - D M B + ATP ·- ., . 

LUZ + 1.,4 - D M 8 + ATP + PI 
' 

Marcaje en la luz por 1 minuto con 0.1 n'M de 1,4 - D M 8 en medio de 
resuspension sin B_S A 

1-4 •• . ~~ ,. . . " 

100.00 

87.94 ± i.2.34 

87.61 ± 12.05 

91.45 ± 16.99 

106.53 ± 21.62 

95.83 ± . 7 .75 

117.72 ± 16.6 



,; '>.~": .. .,.. 

EFECTO DE 1.,4 - D r:1. ~ EN LA FOTOFOSFORILACION 

CONDICIONES DE 
TRATAMIENTO' 

LUZ 

WZ + 1.,4 ~ ..• D M 8 

LUZ + 1, 4 - D M 9 .+ P r 
..... ' 

LUZ ~ L4 - D M B + P1 + ADP 

LUZ + L4 - D M B + ADP 

LUZ + L4 - D M 8 + ATP 

WZ + 1,4 - D ~ 8 + ATP + P1 

Marcaje en la luz por 1 minuto con 0.1 nM de 1,4 - D M a en medio de 
resuspension sin B S A 

.. '" •• ' ,.,. ,,. 1 .... "1' 

~-···-----·-- -------·. -----------·-- ~·-· _..., ____ ~_ ... _____ ... ______ , 

SINTESIS DE 

ATP % 

100.00 

52.92 ± 29.28 

70.39 ± 27.12 

105.89 ± 15.72 

93.6 ± 12.02 

69.21 ± 21°.86 

88.42 ± 10.3"3 



•).~':' ... .,. 

EFECl O DE l. 6 - . D M H EN LA HOMl:V\ DI: PROTONES 

CONDICIONES DE 
TRATAMIENTO. 

-~ pH % 

wz 

LUZ + 1,6 - D M H · 

LUZ + l., 6 - D 1~ H + P1 

WZ. + 1.,6 - D M H + P1 + ADP -
LUZ + 1.,6 - D M H + ADP 

LUZ + l., 6 - D M H + ATP 

WZ + 1.,6 - p M H + ATP + PI 

Marcaje en la luz por l minuto con 0.1 nM de 1, 6 - D M H en medio de 
resuspension sin B s A 

., ..... ,,. 1 •• • ... ~ . . . /. . 

100.00 

107.00 ± 11.84 

107 .11 ±. 1.47 

91.68 ± 20.00 

108.25 ± 7.14 

108.21 ± 8.84 

96.38 ± 5.95 

~. 

.,._ 



i:l..~':" .. .,. 

CONDICIONES DE 
TRAT,AMIENTO 

LUZ 

EFECTO DE 1.6 - D M H EN LA FOTOFOSFORILACION 

LUZ +· 1.,6··~ D M H -
-

LUZ + 1.,6 - D M H + PI 

WZ + l., 6 - D M H + P1 + ,, ADP 
-

LUZ + 1.,6 - D M H + ADP 

LUZ + 1.,6 - D M H + ATP 

LUZ + 1.,6 - D M H + ATP + P1 
' 

SINTESIS DE 
ATP % 

100.00 

94.94 ± 4.02 

86,64 ± 11.78 

112.67 ± 6.02 

100.00 ± 15.00 

92.21 ± 11.57 

74.10 ± 15.45 

Marcaje en la luz por un minuoo con O.l'trM de 1,6 - D M H en medio de 
resuspension siP,••,P• s.~ .. ,. ·•, ,. 
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Como puede verse en las tab~as V-1 y V-2 el efe~ 

to de BM practicamente no se ve efectado por la ac~i6n 

de los nucleotidos al igual que para el caso de BE~ -

que se rruestra en les tablas V-3 y V-4. Pero pera -

el cc:so de t:Bidt se ve q_ue .tc:y -c.ne reversióri fc.rciel -

de su efecto tanto en bomce como en fotofosforileci6n 

lo que p~ede indicar que este compuesto está pegando 

en el sitio catalítico de le enzima, lo cual explica 

porque se revierte su efecto en le fotofosforileci6n 
. 

y tembien es posible q_ue se este uniendo a elg1.Jn2. su.-

bunic.ad que regule el flujo de protones y esto expli

caría el porque de le reversi6n de la bomba de proto-

nes. en el CESO d.e 1,4-Dfi:.E te.mlien. se ve un2 rever-

si6n parcial de su e!ecto, lo que nos confirme ~ue si 

actúe sotre CF1 y que prob2blemente su ecci6n sea so-

bre la subunidad catalítica. 

no se observa ningun ca.mbio. 

Finalmente en 1,6-DIVIH 

De lo enteriormente expuesto, se ruede cocluir -

aue les maleimidas bifuncionales que poseen una dis-

tancia entre grupo reactivo y grupo reactivo que se -

halle en el intervelo de los 8.8 A e los 9.2 A son -

p1~ob2.blernente capaces o.e entrecruz.ar a la subunidad -

C=:!telítica de CF1 y ot:r·a subu...nide.d oue se helle a una 

distancia aproximeda de 8.5 A. Fero tambienes posi 

tle observ&r que este distEncia no es única. va aue EM ., . 

que tiene 5.5 A tembien inhibe la síntesis de ATP, lo 

que quiere decir que h2.y diferer..tes grupos -SH invc--
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lucrados en la fotúfosforilaci6n que además se en-
' 

cuentran a diferentes distancias entre ií. Lo úni 

coque entonces queda saber es cual o cuales son las 

subunidedes involucradas en este proceso, lo cual so 

lo se }odrá seber por medio de la electroforesis de 

las diferentes subunidades que fueron entrecruzadas 

tanto con maleimidas frias como ahora haciendo uso -

de maleimides radioactivas, pero como eso no es·par

te del objetivo de este trebajo solo me corresponde 

dejar esta J;osibilidad abierta, así como la _posibili 

dad de localizar a la bomba de protones con ayuda de 

estos reactivos de entrecruza~iento, lo cual espero 

que pronto fea re2lizedo:. 
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F 69 .- En la ;arte superior i~quierda de la re

prese~teci6n esquemática de la ~embrana dice: 

DESEPIP -TICE,DDAD y debe decir: DCPIP TfüPD,DAD. 

En las figuras V-1 a Y-8 se encuentra la escala 

(A) en el eje de les abscisas y la escala que debe 

tener es la escala ( B) • 

100 ... 

f . .-t --+-

5 10 
·, 

1 

30 • 50 mM 
-< • l-----1----t---· -+---- f 

14 28 34.- 140 }-,)a, ;1e 

( A ) ( B ) 

En l2s figures V-9 a V-18 ·se encuentra la 

escala ( A ) y las escalas correctas son las siguientes: 

Fara BM , BEM , EPfM es la escala ( B ) • 

Fara 1.6-DMH es: 10,43, 128 y 214 ¡tM respectivamente. 

Para 1,4-mv;B es : 29, 42, 128 y 214 JtM respectivamente. 

En la leyenda de las tablas V-1 a V-6 se menciona 

0-1 !!lM y es 28 ..tt M ; en las t2blas V-7 y V-8 es 20 )J. M 

para las t2-blas V-9 y V-10 es 10 JJ. M. 

<· 
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