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RESUNIUEN

En los dltimos &lios, el interes por corocre el

-

recenisro de !z sintesis de ATP ys see en cloroples

[y

tos como er. mitocondries, he sido el centro de ato

o

cién de les personss jue se d-dicsn a la biloenergé-

tica o & le tiofisica y zun no hs sido rosikle &i

1 4

Is

cider cual es este, nuchos son los méiodos aue han
sido emplesdos en esta ejesiorente tasres, pero uno
de los nds interesznites €s a2l entrecruramiecnto de -

sroveinas de membtreng rsfceomo ce sns cutunidedes de

'

las LTPesas, este método se r:eSe en porer & tuncio-
nar & le ATFPasa er. presencis de dicros rezctivos y
se obiiene como corsecuer.ciz un 'loouec parcisl o -
tetel de lz rctividawd de les 1roteines involucrsdss
ern este proceso, entonces e zeiudie cuzl o cusles

son los proccesos aiectedos como consecuencie del —-

[}

i

entrecruzamiento sue se originé y entonces es rosi-
ble dilucider lez funcidn de les proteines de membra
na asi como poder decir cusl o cuales subunidasdes -
de la ATrese estern involucresdes y ertonces poder te
ner un panorsma ae los zcontecimientos moleculsres

Ge lez sintesis de ATF, en el presente trzbejo, se

emplezron K-derivedos bifuncioneles de maleimida —-
como resctivos de entrecrursmiento entre grupos -SH
de las diferentes protefrnzs, y en bese & su capaci-

ded de irhiticidr de lzs diferenites funciores estu-

e ST R L "



diadas, se puede saber que molécules son las que

rarticipan en este por demess interesante proceso
y gl mismo tiempo se puede seter si sctdien o no
otres proteines de nerirens ern le sirtesis de —--
LTP, esi como seler gque distincia eciste entre -
los grupos -SH de les protelnzs involucradas en
estos procesos, ye oue estos K—Ge;i’udos Ce mt-
leirida que se ewmplecron tienen la cerezcteristica
de tener diferentes distencies entre sus dos --

centros resctivos,

Lte e
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AEREVIATURAS

ADP
ATP - - - = - - -
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i
{
{

Blfmem = = = = - -

EEM = = = = = = =
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DTNEN—-= - = - - -
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1,6-DKH - - - - -
EDThem ~= = = ~ -
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1

WMV == = = =~ = -

NADPY (NADPH) - -

BEM - = = = - - -
PS I ( 1I )

Pego = = = == - -
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USADAS EN

ESTE TKkABAJO

- - Adenosin difosfato

- ~ Adenosin Trifosfato

- — AlbUniina de suero tovino

- - Eis msleimida

- - Fkis etilernmzleimida

-~ - Pactor de acoplamiento I
pera la fotofosforilacidn
en cloroglestos

~ - Ditiobis-N-etilmeleimida

- - 1,4-Dimeleimidobutano

- - 1,6-Dinaleimidohexano

- - Acido etilendizminoteirnzcéd-
tico

- - Feses exonlasmices ( s y u )
gue se obtservan al microsco-
rio electrdénico por le técni
ce de criofreciursa,

~ - Ferredoxina

- - Ksleimids met:lol

- - ketil violcgeno

- - Nicotin zdenin dinucledbdtido
oxidado (reducido).

- - N-etilmsleimicda

- - Fotosistema I ( II )

~ - Figmento clorofiliano que -
zbtsorbe a 680 nm

- - Figmento clorofiliano que
srscrbve 2 Y00 nm

- - Flastocianina

~ - Feses innersss en la mitad
interior de la n.embrans del
tilzcoide otservedss por la

téenice de c¢riofractura




<5 - - - - Fosfato inorgédnico
PQ - = = - - - - -~ - - - - - Plastoguinona
PPP = = = = o e = = —~ - - - - - Glicoltiemina pirofosfato
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INTERKODUCCTION

Fotosintesis; enlace ent:e dos mundos. Quizéd
sea esta le Unica maners de descritir & este msravi
11080 proceso por medio Gel cusl e) mundo de lo ina
nimedo cobra vida. Irivilegio de lzs plantes ver-
des que solo es comperiido por e&lgunes bhacteries y
algas, le fotosintesis hace zcto de presencies ceda-
dia en el momento en gue los reyos del sol ilunminan
el gren e infiritazmente varizdo mundo verde gue sos

tiene le vide del planete Tierrsa,

Fero & peser de aue el Terdmeno de fotosinte--

sis ha msnterrido con vide & 1a Tierrs desde sus mds

™

remotos origenee, fue haste oue J E Van Helmont - -
( 1577 - 1644 ) con su experinento con el szuce, —-
llegere a su celebre conclusién, de la cual deseo -

hacer memoria Y asi 75 Xg de medera, cortessa - -
’ Y

raices fueron formedes exclusivemente por zgus”,




Si tien es cierto gque su conclusidn fue equivo-

cada, también es cierto gue fue el primero en probar
la idea de que las plantas se alimentan de suelo y -
agua, y por lo tento merece llevar el credito de ser
el fundador del estudio de la fotosfntesis ( 1 ), -
Afios més tarde, Joseph Fricstley aparte de descubrir
el oxigeno, prueba que un volumen cerrado de aire, -
egotado por una tujie en comitusiion, podia resteurar
se mediante unag rzmita de menta en el periddo de una
semaneg, de modo que podfa soporter neuvemente la ---
combustior ¢e la bujfe, y llegbd @ lea corclusidn de -
que las plentes desprendisn ox{gerio, por un proceso-
gue parecig ser inverso Bl de la respirscidén de los

enimeles, rero él nunce gsoccid e¢ste hecho & lg pre—-

T

sencia de ls lur, proceso quUe DOCoS &

ol

0s Ges ues ¢es
cibri¢é Jen Irngenhousz, guier &demés zsocié por brime
ra vez este ferdmeso Unicamente a las plantes verdes
de las plentas. Estos studios se vieron reforrge—-
dos cor: el descubrinierto ae Jesn Senebier ( 1742 -

1809 ) quien en 178z encontré gue las plantes absor-
ben CO2 de la etmosfera, y con los experimentos de -
Nicholas Sezussure, guien en 1604 cemostrd experimen
telmente que el agua tamtién cstaela involucrada qui-
micemente en la nutricidn vegetal ( 2 ). En 1845 -
Hober Neyer, 3 =fios despcues de crunciar el princi--

rio de la conservacidn de lc erergia, férmulo la ---

esencia del proceso fotosintético en los siguientes

<
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términos, " las plantas son capaces de absorber ener

gia pero no de crearla" ,

Tl v

Anios despues en 1880, Engelman descubre gue los

responsatles del desyprendiniento de O2 S0Nn UnLosS cor-—-

pusculos que shore llemamos cloroprlestos,

De agul en edelente el estudio de la fotosirte-

— e ——

sis se estencd. En este jeriodo privdé iz idez de - ;
que el oxigeno producido en la fotosintesis es dabi-
do & la fotdlisis del co., siendo su Ultimo defensor

el genisl biogquimico elemsn Otto Verturg, quien por

-

otro lsdo en 1920 reelizéd el descubrimiento fundameg

tel de ogue el elga Clorellzs pyrenoidiose ere cepsz -

de desprender O2 con le re.uccidn concomitesnte de —-
T N N ~ o : .

N03 =] hH4 cuando no se znedie Co... Sin embargo -
coxio el er2 un delfensor zcerrimo de le fotolisis del
C0, , interpreté le reduccién fotosintética del ni--

treato como el resultzdo rieto de su reducciédn en lg -

obscuridezd por cartohidretos celuleres, seguide de -
la escisidn en ls luz del CO. resultente de ecuerdo
[

con les siguientes ecusciones:

N03H + 2(CH20) ————— —e——3 NH3 + 2C02 + HZO
- luz )
4002 + 2H20 ~~--*~‘u—7~-»~—> 2(CH20) + 502
clorofila
luz . .
NQSH + H20 e e Nh3 + 402

clorofile

.




términos, " las plantas son czpaces de absorber cner

gia pero no de crearla" .

Afios despues en 1l8¥0, Engelmen descubre gue los
respornsatles del desprendiniento de O2 £0n uros cor-
Pusculos que &shere llemamos c¢lorodlestios,

De aquil en zdelente el estudio de la fotosirte-
sis se estsncd. En este periodo privé le icez de -
gue el oxigeno rrocucido en la fotosintesis es debi-
do a la fotdlisis del co., siendo su ¥ltimo defensor
el geniel bioaguimico elems~n Otto Verturg, asuien por

otro ledo en 1920 reslizbé el descubrimiento Tundemen

tel de oue el elgas Clorellz pyrenoidiose ers ce&psz -

de desprencder 02 con la rejuccidn concomiteinte de -~
A+ g . s . .

NO3 a hH4 cuendéo no se¢ snadie COZ' Sin embargo -
conio el ere wur defensor scerrimo de la fotelisis del
CO2 y interpretd le reduccidn fotosintética del ni--
trato como el resultzdo rneto de su reduccidn en la -
obscuridzd por certohidretos celulzres, seguide de -
la escisidr. en le luz del CO. resultente de zcuerdo

[

con las siguilentes ecusciones:

N03H + Q(CHZO) —_—— e =D NH3 + 2CO2 + HEO
. luz .
dC02 + 2H20 ”"“'”"“'T—““"> 2(CH20) + 502
clorofila
luz . .
NO3H + H20 ————— e — e =) hh3 + 402

clorofile
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Un eavance vertiginoso en el esclarecimiento de la
fotos{ntesis ocurrié en 1931, cuando Van Niel demos--
tré que la reaccidn bdsica de la fotosfntesis no era -

la fotdélisis del CO, , sino ls fotdlisis del egua que

en las ple&ntzs superiores resuliste en la forwacidn de
poder reductor y por consiguiente en 1l reduccién foto

sintética del €O, y la del N., las cuales debfan tener

-
<

lugar més terde en otres rezcciones que 10 dependian -

de la luz, esto es, en rezcciones obscuras, Las ideas

expuestes en le hipbtesis de Ven Niel recibvieron méds -
tarde un fuerte spoyo experimental cuando Hill en 1938
obtuvo prepereciones de clororlestos que catelizeban -
en le luz la reduccidn de sales férrices y otros zcep-
tores qe HE' Ge scuerdo cor le sipguiente ecuzscidn ,

( hoy universelmente corocida como reaccién de Hil) .

clorofilse

Focos afios mds tarde Rudbten y Kemen demostraron -
mediante el uso de isdtopros oaue el ox{gerno produci-
do en la fotosintesis provenis del agua. As{, el ==
eggua qQue 2 pertir de los experimentos de Van Helmont
conenzd teniendo un pejel prepondersnte en le nutri--
cién vegetal y oue durente siglos guedd reducida a un
rapel secundério en la hidretzeidn del COE, finalmen-
te he vuelto a ser de gren importericia en todo el pro

ceso Totosintético ( 22 ).

L ematn ™
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En la fotosintesis, tal y como succde en las
rlantas superiores, el CO, es el aceptor final de
los electrénes generados yor la luz cshsortida, pe
ro en la resccidén de Hill, estos ersin irtercapta-

dos por un &cevitor sritificizl de elscircnes v, bor

fu

consiguiente, ro llegzban &l CO.. Es en 1451 -
cuazndo ires grupros de investigadores descutren --
qﬁe el KaDE' (constituyente normal ce los cloro--
blastos) podfa sutstituir a log reactivos srtifi-
cizles de Hill como aceptor electrdnico. Lds —-
tarde, en 1954, D.I ~rnon, K.B, Allen y F.>-.Wha-
tley, déscubrieron aue clororplestos zislados en

rresencia de ADF y Fi eren csyscee de sintetiuar

w

47P, 2leg+ndo & le conclusidn de ocue le sintesis
de 7Y ers el recanismo princiyal yror meaio del

=~
L=y

jol}

cugl se conserva lg energie Juninose slsorvi
( 2 ), pero sun falizbe poder explicar el wreEnis
o por el cue el ADF =se Tosforilshba & expenses de
la luz y de Fi (fotofosiorilacién).

Fars explicer este mecanismo, existlen dos -
hipétesis: Le primera sugeris un scorlamiento osul
mico entre la cadens transportasdora de elecirones
y le sintesis de AT} y la segurds, svgerfa un -
acorlamienio conformzcionsl,

En bese a e=to, todos los investigedores se

1.

dieron & l& tarees de identificar sl compucsio res

woneatle del escoplemiento de la fotosintesis, -
1}




hasta que alguien puso un alto en el camino, siendo

el Dr Feter Kitchell quien en 1961 postulé la hipd-

tesis de ecoplemiento gquimiosmdético. En esta hi--
pétesis no se postula lg existenciea de ningung ma--
guinaries molecular en la oue el {lujo de encrgfa --
procedente de la luz o de alguna oxidacién se zcuple
a le sintesis de ATP, en su luger el papéi. crucial
lo desewrpefia uns niembrena gque cepere las ¢os regio-
nes del clororlzsto ( 18 ).

De &cuerdo con lg hijpbtesis de kitchell se de-
duce gue la generacidn de une diferencie en el po--
tencial electroauimico dentro del clororlasto pof -
algin medio distinto de le ilumirscidén resulteria -
en el esteblecimiento de un potencisl capez de gene
rar &£7%, lo ague demostiraron Hind y Jegendorf{ en el
zrio de 1965, Lios més terde, en 166G, Wwilliems -
postula gue los protones genersdos en la csdens re-
dox se deyositen en ls fese lijoprotiefca generéndo-
se protoncs enhidros gracies & lo oxidescidbén de los
sutstretos y gue dichos protones znhidros removersn
vgue del ADP y Fi en le regid¥n liporroieiceé con la
consiguiente formecidn de ATT.

Cuelguiera gue see €l meceniswo de le Josforid
lacidbén del LDF, constituye uno de les problemzs més
intereszntes y diffciles de resolver en ruestros -
tiempos y en este trabejo se intentd contrituir un

reco a su solucidn,

e




FOTOSINTESTIS

Consideremos lo gue es la fotosintesis, ( en

L .

broceso 6e energds neds yue?b compzrersele ), tan
importarnte es, gue rece crecer & les plantes verdes.
Este hecho gue fue descrito por Ingenhousz, tien pu-
do haber sido la fuente de inspiracién pare Yuscar -
las claves e le fotosintesis en les pertes verdes de
les plentes, lazs cusles £l ser o:cervades més deteni
damente, rostreron que su pigmentzcidn verde ( cloro
fila ) no se hazlleste uniformemente distribuida como
podria pensarse & simjle viste, zun més interesante
fue el descubrimiento, 21 oblservar lg céluls de la -
rlenta de gue lz clorefilz se hellete confingde g —-—

unos organelos llamados cloroplastos ( 10 ).




MOKFOLOGIA DEL CLQLOILASTO

Los cloroplastos poseen forﬁas variadas, pero
vfrecuentemente son estructuras elipsoidales gue mi-
den alrededor de 5 a 10 A , El orgenelo cstéd ca ——

racterizedo por un& envoliurea cue consiste en uvna -

doble membrena que delimita al cstroma del cloroplas

to y @ctua como une barrera que es permeazble &l ci-
torlesma y a2l estroma, L memtrena del cloroplas-
to esta fo mada ror multiples vesicules eplanades -
en formne de discos llamades tilescoides, cadz apila-
miento recibe el rombre de grans. Los granz estan
interconectedos por el sisteme interlemelar, el con
junto grine-leamele se encuenires en el estroma y en
este Ultimo se encuentrién tembien las enzimas del -
ciclo de Celvin, dcido desoxirrivonucleico (DRA), -
granos de &lnidén, grase y rivosomas. El sistema
lamelar de l2& membrana interns puede ser literzdo -
del estroma 2l romper la membrena externa y ssi pue
den obtenerse por centrifugscidn difererncial cloro-
plestos de classe 11 (fig II-1).

Los greneg contienen todos los pigmentos foto -
sintéticos del cloroplasto y temtien les enzimes —-
riecesaries para las rescciones primsriess dependien-
tes de le luz. El sitio dorde se encusnirven los -
sistemas destinados a2 ls captecidn de la luz, son -

las membrenzs de los tilscoides,

|
i
!
i

s it
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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 preguntz & con-
testar esgcomo se verifice la fotecsfntesis?. Lun-
que esto es casi el eguivalente & pregunteér como se
originé la vida, y como e¢s de espersrse &un no se -
ha contestedo comrletamerte, rero s{ se conoce una
serie de eventos secuencizdos que se lleven 2 cabo
durante el proceso fotosintético y es de ellos de -
los gue vamas & heblar.

En primer luger se szbe que la fotosfntesis --
consta de dos feses fundamentzles una luminosa y —-—
une otrscure (fig II-2).

Les primeras en lleverse & cebo son las rezccig
nes luminosas y posteriormente se llevan & cabo las
reacciones obscuras, gue constan fundamentelmente -

de uné serie de rescciones en les gue el CO2

W

e trans
forma en cerbohidretos o0 en otros compuesios orgédni
cos,

Fero perz gque e lleve & cazto este proceso es

indispensable que le plenta tengz une centidsd su--—

mw

ficiente de COE’ En el mar o en los l&sgos y rios,

el CO, necessrio pere la fotosfriesis, se tora de -
las szles como el bicarbonato o cartonzto disueltas

en el medio yue tefa @ las plentes, Les plentas

terrestres, han de otbtener su didxido de czrtono de

PRNOTRE P

4 T e &

sy
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— e e
REACCION LUMINOSA : ﬁ
02
H20 === > 2 H*
B 2 H+
4e \Qk
NADP * = 2 NADPH ‘ﬁ
ADP + 3P, ? BATP +3H0 | SRl

¥IGURA 1II-2 rezcciones luminos y obscura de 1=
fotosintesis

le atmosfere, lo cugl hacen & traves de peguehios -

orificios en la epiderr:s ade la noje llemedos

.(’J

sto-
mas, estos orificios permiten no solemente la entra
aa de COE' sino teémbtien la s311id& de vepor d4de azgus
Gesde l&s paredes celulsres hlmedas del exterior de
la hoje.

En les plantes terrestires gue consumen CO2 du-
rante la fotosintesis, debe heter una é¢iferencis en
la concentracidén de 002 entre la ztrmostera que rodea
a la planta y el lugar de reasccidén del cloroplasto-
de 1z célule foliar. El diéxido de cerlono entra

en la hoja por un proceso de difusidén ; por lo i&n-
to se mueve de une rona de mayor concentracibén - ——
hacia otra de menor concentracidén, Desde el exte-

ior,el CO, va difundir en una fase gevcosa y con -

b —— e
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ayuda de los es‘omas, pasa a traves de los espacios
intercelulares de la hoja y luego en una fase acuo-
sa a traves de las parcdes celulareg y en el inte--
rior de les célules hasta llegsar al cloropluasto, --
en forme de ticartonato, as{ es mentenido con la --
egyuda de la enhidresa carbdénica, debido a que las -

paredes celuleres son huwredzs, el aire inmediatamen

ct
i)

e adyescente & elles en los espacios intercelulares
esterd practicamente ssturazdo de vapor de agus a la
temperature de la hoje y como tajo crsi todas las ~
condiciones ambientales la temperatura externa de -
le hoja mentendréel eire en éondiciones no ssturan-
tes en el exterior, entonces el sgue difundirs ha--
cia &fuersz desde lrg céluleés & -reves de 108 espa--
cios intercelulzres de le hoje y atreverendo lrR su-
verficie folisr seldrd = le stmosfera ( 47 ) .

Une vez que el 002 ha llegado, es incorporezdo
2l ciclo fotosintético de reducciédn del COE’ este -
ciclo estd constituido por una serie de reacciones
gue reciten el riombre de ciclo de Celvin (llsmado -
as{ en honor de Nelvin Celvin), quien fue el prime-

ro en descrivir completamente este ciclo, que cons-

ta de los siguientes pasos ( 37 ).

l.- Cartoxilacién de lez rirulosa 1,5-difosfsto (RuDP),

2.~ Reducecién de PGA por NADPH2 + ATP o reduccién -
directa de un intermediario de cerboxilzcidn pe

ra2 vn trensrortzdos de electrones d21 tiro de -

n el

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

3.- Tsomerizacidn del gliceraldehido-3-fosfato en
dihidroxiecetona fosfato,

4.- Crodensacibrl de trioses-fosfeto en fructosa —-
1,6-difosfTato .

5.~ Defosforileciédn de fructose-1,6-difosfeto en
fructosa-t-fosfato .

6.- Transcetolizzcidn, eauilibrio entre lé fructo-
sa-6-fosfato, el gliceraldehido-3-fosfato, la
xilulosa-5-fosfato y la eritrose-4-fosfzto,

T.- Transcetolizzcidn, eguilibrio entre ls fructo-
L 2

sa-6-fosfato, le glicoltiemina pi ofosfato (TFPF)

Yy lea eritrose-4-fosfeto.

8.~ Trenscetolirecidén formscidn de sedoheptulosa—
l,7-difosfato por condensecién de dihidroxizce
tona fosfato y 1lg eritross-4-fosfeto.

9.~ Defosforilacién de sedoheptulosa-l,7-difosfato
& sedoheptulosa-7-fosfzto.

10.-Transcetolizecién, equilibrio entre glicolil-
TPF, sedoheptulosa-7-fosfato y ritosa-5-fosfa
to.

11.-BEpimerizacién de xilulosa-5-foafato Yy ribulosa
5-fosfeto

12.-Isomerizacidén entre ritosa-5-fosfato y ribulo

sa~-5-fosfato,.

[ ]
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13.- Fosforilacidédn de ribulosa-5-fosfato para dar
ribulosa=l),5-difosfato. |

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

15.- Oxidorreduccidén condenszndo el scetilfosfato a
los lipidos ( 2 ). Les relsciones entre el -
radical glicolil y el 4dcido glicdlico son su--

ruestas ( fig 1I-3 ).

fuesto gue este trabzjo se hella enceminesdo al
estudio de las reacciones luminoszs de la folosinte
sis, daremos por suficiente este pecuefio resumen de
la fase obscura de le fotosintesis y concentraremos
nuesira atencidn en el estudio de le fese luminosa,

Antve todo estudieremos & le membrena fotosinté
tice, ya2 que es en elle en donde se llevan & cazbo -
les reacciones luminosss,

El modelo més sstisfaciorio para descritir a -
las membranes bioldgices es el modelo del mosazico -
flufdo propuesto por Singer y G L Kicolson en 1972,

En e¢ste modelo se postulz zue los fosfolipidos
de las memrenas se hellsn ordensdos en bicepas —-—-
formendo uns metriz en 1lé cuzl les moléculas lipfdi
cas tienen un mwovimiento individual lsteral, lo que
da a estaz bicapa fluidéz y flexivilidzd, edemés de
une recistencies eléctrice elevada y de relstive —-

impermezbilidad,

N

[
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Asimismo seriala que las protef{nes pueden estar
parcial o totalmente embebidas 'en la membrana y que
son globulares, lo cual explica el alto contenido -
de <X helice.

El grado con gue una urotefns peneira en el -
interior de una fase lipidica, esterd determinzdo -
por la secuencig zmir.oacide de la proteina y le lo-
calizscidn sotre su superficie por los gruros R no
polares de los aminoZcidos, De ests ménera 1las —--
proteinas de ia memtrena, formerian ung estructura
de tipo noscico no estético, lo gue permite cgue les

proteines puedzrn difundirse en dos dimensiones (22),

Un hecho sumemente importante es cue existe —-
una csimetrie &bsolute de lzs proteiras y los carbo
hidretos que formen parte de las membrenas, Lis -
membranss son,por otro lzdo esiructurzs vectorisles
es decir que sus componentes esten esimétricemente
PERESY UG YISE entre las dos superficies, lo que da -
uné bzse molecular pera le esimetrfa funcional gue

explica les direcciones de 1 tren

o]
/]

41]

portes wvectoria
les o0 rezcciones gue cee lleven a catbo en lzs memera
nas y esto da como consecuencia gue dichss reaccio-
nes tergen direccidn y towjorzlidzd, 1l significa
do funcionsl de le @ efnetrismemiransl zuncue sun no

he

6]

ido explictdo seiisfuctorismente, sugiere que -
lae esinretria lipidica junto corn ls de los gruros --

-

rolercs y le de los &rinoécidos da como resultado -

. B ut
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regiones de fluidez diferente, para las dos monoca-
paz y que por consiguiente haya direccidén en las —-
reacciores en las que estd involucrada la membrana
( 40 ) .

1

[y
@

re ¢l ceso de le membtr.nég fotosintétice, se
han encontrsdo particules de varios tipos, que son
visibles en la2s memtrenes Totosintétices cuendo es-
tas son expuestes 2 la técnice de criofrsctura; el
curso de estes {racturzs pusde comencar desde la —-
mitad de una menmtrsna hes¥z otre zdyacente y se hen

erncontredo cuatro diferentes tipos de frzctures : -

®

EF gue designan 2 las feses exorlfsmicas y PF que

designen ¢ les feses inmersa ( s y u ) segun su di

[4)]

posicidrn . Fare poder explicar estas 4 fuses de -
frzcture, podemos describir & ls membrang esgueméti
camente ( fig II-4 ) .,

Les pertfcules grendes E,F estsn inmersas -

Fs
en lz mitad inferior de l& memtrenz del tilzcoide
"“ .

(

- . AT s Y N T g - .
y &denés comprender, el 1imite de oi1r=®erbrone rd-

yecente, Deonde les dos memtranas se encuentran -
en conteclio, se permite uue las perticules grendes
se reduzczn tanto en dimension como en nidmero, -

Ta exposicidn de une {ase designedz como K

[#3]

de la frsctura divide la perte més delgzda de la -

memtrena sdyacente, tiene una exposicidn de fese

5]

diferente, Notendose aue aquila supgerfiicie exirues

ta es la que incide en l& mited externs de le wvem-

Py Sy

o,

R T
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FIGURA TII-4
nEFRESENTACION ESQUENATICA DE LAS FheC(IONES OBTENT-
DAS }OK EL METODO DE CrlOr¥hiCTUKA EF v\ 1y s ) RE--
FPAESENTLAN LAS FASES EXCFLASMICAS Y PF (uys)A

LAS ENDOFLASKICAS

ASINEThIA DE LA WEkEriNa DEL TILACOIDE

Los &n&£lisis de membreéna oue se han obtenido con
el estudio de les feses obtenidas por le técnice de
criofractura, han demostrado gue las perticules que
se encuentran en le mited internz de la membrana del
tilacoige, son comprletsmente diferentes g legs parti-
culas expuestes en la oirs mited, Bn otres pala- -
bras, la memtrzna folosintéiice es esiméirica,
entonces tiene diferente polericzd, itsnto en su nte

r:or como er. su exterior y leés rerticules grendes EFs

i E EF El PFo E PFs
L .
ol sz:'.'.m::s::{ﬁ?.’:":mmmt’mztt.*),,‘““
TG "'IHHHHHI |
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y EFu’ muestran las multiunitarias estructuras --
asociadas a FS II y algunas de las particulas Phg
¥ Py, que se hallan asocaidas a ¥3 I, las porcio
nes de los componentes de la ced-na transyortedora
de electrdnes se encuentrsn cercancs a CF; ¥ prota
blemente tambien formen parte de las particulas Pu
( 32 ) ( fig 1I-5 ).

Durente la fase luminrosa, suceden une serie -
de reacciones en le membrana de los tilacoides, don
de se localiza la cadenaz treznsrortzdora de electrd

ries e HZO g NeDPY estos eventos son:

Lbsorcidn de energfies rediente
- Transferencie de energia

- Fotbélisis del egua

- Seperacidn de cergas

- Transyporte de electirdnes

- BEvolucidn de oxigeno

- Sintesis de ATF

- *educcidn del NeDp?

Embetidos en la membrane de los tilacoides -
se encuentiran los pigmentos moleculares que inician
el proceso de la fotosfrtesis, Se distinguen tres
princijales variedzdes de clorofile, ror peaquerias -
Giferenciss en su estructurea, estes sor 3 1la clo-
rofile "a" (gue es la forma més sbundente), la clo-
rofila "b" y la tacterioclorofile nue es carscter{s

tice de lzs bvacterics, Luvnaue les clorofilas son

O

o et e
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los pigmentos mds importantes de las plantas, no son

los UYnicos presentes ( 23 ), como tampoco son los --
Wnicos que participan en la absorcidén de la luz; se
encuentran los ce oternoides (gue son estructuras que

-

roseen lérges cedenes hidrocartonsdes unicas por 4o-

]

bles enlaces conjugedos y un &nillo de 6 miemtros a

czda lado, se conocen dos tipos fundementiales de ca

rotenoides gue son losxy los 2 carotenos). Otros

pigmentos cue participan en la fotos{ntesis son las

ficotilinas (cerscteristicos de lss e&lges), que & su
ver se dividen en ficoeritrotilinsg y ficocienobili-

na ( fig 1I1-6 ) .

Con los estudios de inducciédn de fluorcscencia
en los vigmentos fotosintéticos., se habls obtservado
gue el rendiniento c¢e lg {luorescencis, siempre va-
rievte ernire dos velores limite, lo gue sugeris gue
la emision de fluorescencia se sucede en qos partes,
g2) uns emision de rendimienrto inverisvle y b) una -
emision de rendimiento varistle en funcidn del tiem
po. Entonces se treto de explicar este fendmeno -
por medio de les siguientes hipdéiesis:
l1.- Hipdtesis Del

El comrle 3

{Son
o]
ic,

i

tefin

:}.J.

EEEQ Unico

—

J
<
’11

-pirmento este parcialmen-
te btajo la fo me no flucrcscente v v&jo urne Tormz -

fluorcscente,

2.- Hipétesis De Dos Lendiriertos

St e e 2 a1

LU

e
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El complejo proteina-pigmento esta completamen-
te bajo una forma no fluorescente# l, mientras que -
el estado de médximo rendimiento de sete se encuentra

totelmente bsjo une forma de z‘endjmiento‘?{ 2> ;51 .
e “""‘:"3"""%'_ Fikte

at Y Y

3.- Hipdtesis De la Dotle Emisidn

El complejo protefne-pigmento es completamente
no fluorescente y edmite que la fraccidn inveriable
de la emisidén de fluorescencia tenge un origen dife-
rente del de la porcidn variable y por consiguiente
se puede postuler que el zparato clorofiliaro es he-
terogéneo,

lids tarde los estudios de emisién ae fluorescen
cia prolsrirazde, confirmeron que lz hipbtesis de la -

dorle emisidén erz le aue podis explicar sin lug

N

r a

dudes los fenbmenos fluorescentes de 1

o]

€ pigmentos -
fotosintéticos ( 20,21 ). En estudios posteriores
en los que se iluminabe simultzneamente con éos ra-
yos monocrométicos, se otservd cue cusndo se veria-
ba la longitud de onde del segundo reyo, elgunos de
los pigmentos sccesorios erarn exitndos simultaznez--~

mente a la exitzciér de ls clorofile con luz del --

rojo lejero y la actividad fotosintétice en esta wo
ng euments notatlemente, Estos resultsdos sugie--

ren que lzs dos formes de clorofils pueden estar --
implicsdaes en la fotosintesis en dos condiciones es
pecizles o see qgue pueden constituir dos Tolosiste-

mes,

s 77 S 2 i




Por vonveniencis, fueron entonces secparsados es-

tos dos fotosistemss que se denominaron; Sistema ——-
pigmentario I ( PS I ) que es un sistema de longitud
de onda lerga y sistema pigmentario II ( ¥S II ) que
es un sistema de longitud de onda corta, sugerocncia

que fue hecha por Duysens et al . Bstos dos siste-
mas pigmentarios poseen las siguientes cerzcteristi-
cas;

SISTENA FIGHENTARIO I

Los iigmentos comprendidos en FS I, Atsorten

en le parte del esrectro correspondiente ol rojo le

jeno e incluyen a ls clorofils "a" (forna que atsor
te & 680 nm), asi como a P700 que es unea forme esre
ciel de clorofile le cusl tiene su nmédxximo de &lsor-
cién alrrececor de los 700 rnm y los daios expe imen
tales indican gue ¢s un dimero de clorofila,

La identificacién de cste pigmento como uvne -
forme especiel de clorofila gue se hella scompaia-
Ga ae uvnes forma resistente que slsorbve & 430 ru. y -
ademds de gue cuando se extrsen les rreparaciones -
de PVOO con acetong u otros solverntes orgénicos, -—-
unicamente se obtiene «lorotila "am ¢ ",
CARACTERISTICAS GENBEF&1ES DE ¥S I1

El sisteme pigrentérico desigrnado como FS 11 -
zun no ha sido tien identificedo, pero se sabe nue
tiene las sigulentes cirscterfstices: =2) Los pig—-

ento gue atsorben la luz, tieren su wtsorcidn méxi

s —

—

R S

-
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ma a longitudes de onda cortas, en este PS II se -
encuentran incluidas las ficobilinas (en algas, no
en plantas), la clorofila "b" y algunas formas de

clorofila "av, b) PS II se hella mfs intimemente

o

sociedo con el sistemz de evolucidn de ox{igeno., -

¢) ¥S II se halle =zcoplzdo a }S I por medio de los

componentes del complejo intermedierio de lea cade-

na trensportzdorz cée electrénes, cuvos estados red-
ox son afectadospor los dos sistemes pigmentarios.

d) El1 sistema funcional completo con las enzimas -:
asociades 2 la evolucidn de ox{geno son mucho menos
estebles comperzdas con FS I ( 46 ) .

Un 2vance muy importante en le investigacidn
sotre le &rcuitecture cel espsreto fotosintético, -
fue el descubrimiento de cue, 2l tretvar 1aimicaemen
te o con iluminecidn intense unsg mutsnte hacteriana
sin czrotenoides, se destruye leg meyvoriz de las --
bacterioclorofiles llemedas sntenss, aue son ouimi
camente insctives y queden unicemente expuestos —-
los sitios quimicamente zctivos, llemados centros
de reesccién, gue se hzllen furcionzlmente sepsre—-
dos de le meyorfa de los rigmentos antens, Al —-
conjunto de pigmentos erntenz y el centre de resc—-
cibn se le d& el rnombtre ée unidsc fotosintdtice y
gunque en 1ss plantes superiores no se han podido
aisler los centros de reesccién, numeroces eviden—-

cizs experimenteles fevorecen la existeincia de uni

e M o




dades fotosintétices en elles,

La unidad fotosintética consta de aproximada-
mente 300 moléculas de clorofila, en las plantas -
superiores &#s{ como en las slgazs, gue aparentemente
es el minimo rdmero necessrio pere poder trérspor-
tar un electirdén , csta ﬁnidad incluye a un volumen
de pigmentos que ven & reemplezer & 10s pigmentos
entene de la -ecoleccidén de energfaz v un ceniro de
reaccidn, que cuzndo la energizs es sirepsda y uti-
lizaeda va & promover les reacciones aoufimices - - -
( fig 11-7 ).

EBSORKCION DE LUZ

Cuendo un fotdén es zbsorvide nor un dtomo o
molécule, este va & producir un cambio en le confi
furezcién de lz cargz electirdnice csociade con lg -
valenciz o tien con giguno de los =lecirédnes cir—-
cunvecinos 21 micleo del #£tomo, pero esta nueva --
conformacién tiene mds energfa gue la bessl y en--
tor:ces se dice que el Aiomo o molecule esta exitedo.
Lz transicidén desde el estado basal huasta el estado
exitado, ruede tener lugar unicsmente bejo ciertas
condiciones estatlecides por le mecédnice cusntica,
Los electirdnes pueden ocuper urice y especificemen
te distintos estzdos de ercrgfe orienide & partir
de la zbsorcidén de un foton, esta energfe debe ser
combinade exactemente con lg energfe de trensicién

de tel meners gque la energia del foton es inverseamen

e

~¥ 7




FOTOSISTEMA

!

CAROTENQS

" "REPRES-  ACION ESQU- TICA DE LAS UNIDADES FOTOSINTETICAS SEGUN GOVINDJEE

FOTOSISTEMA 11

CLOROFILA B

CAROTENOLES

CLOROFILA A 650

CLOROFILA B

CLOROFILA A 670

CLOROFILA A 660

CLOROFILA A 678

CLOROFILA A 635

CLOROFILA A 670

CLOROFILA A 690

705-720

P 700

CLOROFILA A B8

CLOROFILA A
635

P 680
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te proporcional a su longitud de onda, tomando en
cuenta queunicamente a ciertas iongitudes de onda
rueden ser sbtisorbidos por un dtomo o molecula ———
( 16,42 ).

Una ver qgue iz luz es etsortida, su ecnergia
es paseda hacia ls cesdena transportadora de elec-
trénes, la cual puede ser dividide en tres reaeccio
nes, PS5 I1 , complejo de intermsdiarios de la cade
na transportzdore de electrénes, ¥S I, as{ como -
un sistema de proteinzs gue van e llever los elec
trénes desde }S I hzsta el NADF',

Sistemz De Frotefnes Desde PS I Hesta KADF’ .-

Este sistema conste fundamentszlmente de los sigui-
entes comnronentes:

a) Ferredoxinz NADP+ reductase, ¢ste enzim& es una
flavoproteina cue contiene FADY en su molécula Yy -

. . - S+,
cuya funcidn es donar electrénes & NADF

b) Ferredoxina, es une protefins sulfurade cuyo - -
potencial redox es de Eo = - 0.42 V y se ha demos-
trado que reduce a2 une gran varicedad de aceptores

de electirdnes como son ferricisnuro, citocromo ¢ ’

ete, pero su amceptor naturasl es la YFerredoxina NADPY

reductess,

c) Sutstericie reductors de la ferresoxinz o su’.stan
cia X, es una sutestencia con un ts o potencial re-

dox (zpreximzdamente - 0 § V) que se cncuentra en

tre ¥S 1 y le erredorina,

{ A et et e

o T sl
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PS I .~ Como ya se ha wmencionado e¢s un sistema

pigmentario cuyo ntdcleo de reszccién es Poogr Que -
es una molécula especial de clorofila que es respon
seble de la captacién de los electrdédnes procedentes

de S 1I1I.

COKFLEJO DE INTERLEDIARIOS DE L& CADZNA THANSFORTADOKA

DE ELECTuONES

a) Flastocianina .- Es una cupro-protefna gque posee

-

dos £tomos de cotre por molécule y cuyo votencial -

redox es + 0,37 V, se encuentra en unz esteguiometria

de unz molécula de plestocienineg por cede 300 molé-
culas de clorofile.

b) Citocromo f .- Es une ferroproteinz que tiene —--
tiene uvn potenciezl redox de + 0.365 V y que se ha--
1le en ure concentracidn aproxinmeda de 0,25 % con -
respectc & la clorofile,

¢) Flastoouinona .- Este compuesto iue descubierto
en los cloroplastos aislzdos por Lester Y Crene, y
se he postulado gue se encuentra entre PS I y la ~
rlestocienina, se he loceli:edo un sitio de scoplg
miento entre le sintesis de ATF y la cazdeng trans-
rortedora de electrénes en este sitio ( zcoplznien
to gue serd’discutido en detzlle mds cdelante) .

s II .~ &l centro de rezccién ce este sisteme
pigmenterio es P660y gu prinecipal furncidr es zcep-
ter los electrones provenientes de lg foitdlisis -

del #gua y posteriormente envisrlos 21 resto de le

e St - o e g e b
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cadena transportezdora de electrénes ( 4,46 ) .

Para que los electrénes puedan fluir desde el
egguz hesta el NADP+, es neseserio que se eleve la
energfa del estedo inicisl, lo cuzl se logra cusn
do el primer foton es absortvido por el domplejo an
tena, el cual se encuentra incl ido en la superfi-
cie interne de le membrene, la energfiz de exitzcidn
se comunice repidamenie del complejo entena & le -
moléculs de P68O
P680 la energie de 1+ luz gltere le distribucién -

(F substituye"pigmento™ ) . En

de los electrénes en el &nillo porfirinico y permi
te gue un electrén pueda ser transferido. El - -

electrén de F es transferido gperentemente g un

&80
gceprtor de electrdnes siturdo en la superficie ex=
terna de lz membrena, inmedistamente despues de ser
absorvido el foton. El proceso se revite con la
absorcidén de otro foton y lzs dos molécules oxideg
aas de FéBO son reducidas por dos electrénes proce
dentes del sgua con le ayuda de una enzims que con
tiene mangeneso, El diomo de oxigeno procedente
de la2 molécule de zgue se liters y szle afuerz del
cloroplesto: los dos protones pasan & le solucién
en el interior de le membrszne interns, Los dos
electrdénes que straviessn la membrana procedentes

ael Pééo son ceptedos en la superficie externa por

——

S R e ot bt ke e et

e
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un transportador de hidrdgeno qu es la plastoquino

na'( ¥Q ), los dos electrénes con la ayuda de dos
protones extraidos de la solucidédn externa (los cua
les 'pentran por medio de unz bouba de protones), -
reducen la FQ = PQH2 cue retornz & traves de l2 mem
brana a la superficie interna y una vez sll{ la --
PQHZ libera los protones &1 interior y trensfiere
los electrones 51 citocrommo T,

El sig iente trznsportador de electrénes de
le cezdena que es le plastociznina lleve los electrd
nes al segundo sistema fotoouimicamente zctivo, en
donde P?OO 81 exitarse por 2btsorcidn de luc en el
complejo antena provoce oue los electrdénes sesn de
nuevo tresladsdos e le superficie externa, donde -
son ceptados por le substenciez reductora de 1z fe-
rredoxine ( FRS ), yendo de este & la ferredoxina,
De 2qui los electrones van & un FAD con protones, -
este toma dos protones del medio externo Tormzndo

FADH, ( fig 1I-8 ) .

2
Cuzndo se ha comrletado el peso de dos elec—-

trénes por le cedens, ires protones hen

Ko
ot

edado por

) .

-
<o

fuera y cuziro han prssdo 21 interior (

HOMEL DE F-OTONES

En susencia de sgentes fosforilasntes, la luz
induce lez entrsda de protores a cloroplastos, es-
ta entrzde puede ser continum bajo condiciones op

times de pH

y es posirle estarlecer un gradiente




Ficura  11-8

CADENA TRANSPORTADORA DE EL.ECTRONES EN DONDE PUEDE APRECIARSE LA
DISPOSICION DE LOS DOS FOTOSISTEMAS Y SU INTERCONECCION POR MCEDIO
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hasta de cuatro unidades de pH. El nimero de pro

tones que es tomado, es una funcidn directa de la

H generado por

capacidad reguladora interna y el p
esta entrsda de protones desde el exterior de la -
memirena del tilacoide hestz el interior &s{ como
los sitios de union de los protones desde ls fzse
externa hasta le comprendida en el interior, fueron
identificedos por flashes espect ofotométiricos,
Estudios con indicsdores de pH, demostraron

lz existenciaz de dos sitios de entrsds de protones
en le perte exterior de la membrsna y gue estzn -

zsocizdos con uno de los dos Totosistemas. Estos

n

’J

sitios fueron etrituidos & la reduccidn de 1lg plas

—

4.
w
bt

toquinona ror ¥ reduccidn del scepior ter

)]

Iy X

P
K
=1

minzl de electrones por ¥S I, btejo lz exitacién -
con pulsos de luz cortos y repetitivos se encontré
gue cada sitio zctuasbe por separsdo y la estenuio-

= - Cy s vt g -
metrie pzra czda uno de ectos sitios es: 1 H' /e

)

el sitio

Y]
M

par oceliszdo en ¥S II y se hzlléuneg -~
esteouiometria varieble psre el sitio finsl, esta
variacién depende de le naturzleze G2l aceptor —-

Que se epcuentra cn este sitio gue es astribuido a

i

S 1, la esteouiometr{es hcll=de pore este

h

itio -
es de 1 H¥/e” cuerndo se usa tensil violdgeno, de

0.0 H+~/e" prra el ferricisruro cue no une la re
duccidén de los protones a pH fisioldgico y psra -

el eceptor nzturel que es el NADF' es de 0.5 H*/e~

L vre e
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Esta estequiometr{a fue recientemente cambia-
da por Fowler quien comprobd una estequiometria de
2H*/e™ psra ceda uno de los sitios cuando el acep-
tor utilizedo es el metil violdgeno. En resumen,
la btombe de protones en la nmembtrina del clororlas—
to transfiere protones & treves de la memtrang —-
del tilacoide en cesda uno de los sitios mencions--
dos enteriormente ( fig 11-9 ).

Le entrszda de estos protones ve a producir --
ung diferencia de potencial, el curl estard influen
ciedo por le permeazbilidsd de lz membrene y la cons
tente dieléectrice de lz misma.

Ambes reacciones fotoquimicas S I y PS II ~-
esten ligedas 2 una serie d¢e pesos eiectiricemente

neutros y le transferencia de rrotones mes electro

o7}

nes en plestocuincnez desde

o

1l exterior hzsta el in
terior de le membrenz del tilzcoide &s{ como la -—
oxidacidn del zgua y la plssiohidroquinons respec-
tivamente por a@carreadores que unen protornes & los
reacciones de reduccién de tel forma gue haye un -
proton por electrédn en czde uno de los =itios de -

la membrena internsz, La reduccién de la plasto--

7l

auinone y el RADPY inducias ror lc entreade de pro-
tenies (un proton por electrdn), es ertonces lo oue
ve & generer el potencial eléctrico, si bien es --
cierto que la rédpide trensferenciz de electrones -

es 2l finegl de cuentes esuivalente 2 la trensloesw
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ES-U-4A DE LA BOMBA DE PROTONES EN DONDE SE MUESTRAN LOS DOS SITIOS DE ENTRADA DE
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cién de protones por electrdn a traces de la nembra
na, . '
Este potencial electroqufmico, induce un poten
cial de membrena, el cual es un psrémetro Wtil pa-
re ceractericar le peosivilidad de pgenerar trebsjo -
Util (sintesis de ATP) de la translocacién de iones
a traves de une menrpbrana gque sepera dos feses acuo- :
S2s,
Bl potenciel electroguimico en un punto A de - i

une especie iénica, cusluuiere aque sea, esteréd dado

por :
Mk = JX¥%k .+ RT 1n ek + 7xF ¥V Y

Donde 2k es l1ls &ct

1.

.

vicdesd idrice, ck es le con-
centracidén, k es le especie iénice,\v el potenciel
eléctrico y M k el petencizl de memirans,

51 se supone que:

d P Adren.

Jk = Ak entonces Jk = 0

Pt LN

por tento se puede escritbir ls ecuszcidrn de la

siguiente menera:

o L e

123

o)
X
H .
e
~

AJLk = 2.3 BT log ( kP w2k F (W-Ye)

Que en el momento ¢e hzbter un cembtio en ALk

6 M’k cuede expresads como

AAX = 2,3FTlog (Deak) + 2k ¥ AY




40

que para el caso jsrtfcular de los protones # -~ -~

transportados se exyresa como;

i

A HF 2,3 kT Apd + FAY

flgo muy imporisnte 21 roesyecto es zue existe
una deslocalizacidn del cempo elécetrico rroducido
(gracies a le trensloczcidn de jones) cuando hay -
una iluminecidén continua, y se surone ue ocurre -
borque hey une répids ceparscidn de csrge entre &m
bos fotosistemes, gernerando un dirole locslirsdo -
e travez de le memblrens y vosteriormente hebvriec u-
na :redistritucidén de iones en ls memtrens del tila
coide entre les dos feses zcuosas,

Faras poder rroter le existenciz de este poten
cizl de memtrene, se usaron técniczs de ¢lectirocro

mismo en clororlastos (csmbtios de zbsorcidn debi--—

)

@

Q
i

dos & le induccidn ertificisel de joiencizles el
troouimicos), hzllendose une relscidn linesr entre
los cembtios de cbrorecidn electrocrdmicos y el vol-

taje genersdo & treve: de l¢ memirana,

i

AA T~ 0AY A Q

Donde £ £ ec le extencidr de los centios de
atsorcidn electrocrémice 8 520 nm, LAQ es el des—-
plezemiento de cerge por unidad de drer de membtrs-

ne y C e¢s la capscitancie jor unided de 4res, Si




suponemos a la nmembrena como un c-pecitor sobre el
que existen unicamente dos fotosistemes, en los que
ocurre una translocscidén de dos cargas elementales
por unided de £rea de nemirena, erntonces une ' pro-

¥imacidn de este copacitor teorico memtrensl =&

DAY = 2¢ea/ (€ €n)

»

Dende e es le cergé elementsl, @ es el espe-
sor de le cubierta dieléctrice de le membrzna, A es
el €rea de le membrana, G. es le constente dieléce-
trice v €,es un fector dimensional,

Fosteriormente estudios de induccidr electros-
tétice, termineron de confirmer ls existencia de es

te-potenciel de membrena y mostraron gue la asime--

de por el consiguiente depdsito de iones slrrededor

de Jos tilacoides ( fig JI-10 ).

Sin emtrasgo esun hey grené s pregunics en rele-
cién &1 potencisl de membrena, oue sun no han sido
contestedes, siendo les mf€s importantes:

l.- La inconsistencis de los protones gencrados por
la tomta de protones con la estenviometria del
trensporte de elecirénes,

2.~ El mecaniswo ce le extiren: dsrente répide transfe
rencie de electrones & treavesz de le membrena, —
especificemente =n ceda centro de resccidn.

3,- El mecznismo por medio del cual 1z plusioouino-
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na transloca hidrégeno a travez de la membrana.
4.- La naturaleza quimica y estructural de la difu

sion desde el exterior de la membrana y su re-

levencia para fosforilscidn o 21 transloczdor

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

Una otservacién muy imrortente fue hechs por
M evron, auien helild uns relecidn entre ls megni--
tud de los gredientes de pH Yy le sintesis de ATP.
En un estedo besel, el pH ruede ser medido por la

veriecidbdn de diferentes parémetros, ircluyendo la

intensidad de lg luz, lg «dicidén de verios inhibi

e

ores de le cadene trensport=dora de electrores,-

zef como le 2dicidn de desscoplantes, En todos

-

0s c&sos enteriores se pudo obse ver gue no hetis
fosforilecidrn cusrndo los velores dezspH erar. meno-
res de 2 y se vefa gue 2 vezlores #ltos hetla une -
derenrdencie de le -‘osforilescidrn, de ls trensloce--
cién de protones hreis el interior del tileccoide,
y se observd gue mientres mas grande ere A;pH, -
mejor era la fosforilzcidbén en los tilecoides, fe-
néneno cue es exrlicedo s tiefrctorizmente nor la

hipétesis cuimiosnbtice de Kitchell, ( 6 ),

Los sistemas de ATPssa en mitocondriszs v clo

-
D

royleastos, se tieren gue encontrer cetsli:~dos ror

ung re:sccidn guimiosmdtice en le oue los protores

PR

s awnet
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son trenslocados a trevez de la membréna scoplada
estequiométricamente a la sintesis de ATP o en su
defecto con su hidrdélisis, entonces se sugirio que
habia un sistema de oxido-reduccidn vror medio de -
un sistema de citocromos gue se hellaba orgenirado
znisotropicemente a trzves de ls memtrena (fig --
I1I-11 ) y entonces el combtustible pera ls célula
son los protores gue pueden ser producisos de un
lzado y consumidos uor el otro, entoncss 1s hipéte
sis quimiosmdtice depende termodindricamente del
hecho de gue hey unsz distri uciédr snisotrdérice en
el sisteme de LTP =&sa,

En 12 hipétesis ouimiosmética, el vrimer pe-
so esencizl es le conversidn de le energis libvre
derivade del irencsporte electrdénico en un poten—-
cizl osmético. El cegundo, reruiere un proceso
completo de zcoplamiento, £i hutriers este gcerla
miento & l& sintesis de ATF v el reterno efectivo
cel flujo de jroiones & treves de le membrens. -
Krebs sugirio gue el ATF podis ser sintetirsdo -
por un segundo sistems de iransrorte de electrones
.8in emheérgo sta sugestidn v el posible meceniemo
e @coplermiento de lz frsforilscidén no corcuerde

con los SUCESOS gue ocurren ern ls menmbrana,.

PRy

et e b e Bt b S e S eaS e

- s it
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Sistema De Hidro-Deshidratacidn Anisotrdpico

Unicamente las reacciones de oxido-reduccién -
estzn directsmente gcopledas a2 la transferencia de
iones o & la sepsracidn de nt y OH7 en los sistemss

electroouimicos, sin embargo en lz idea de la trens /

locacidén de grupo se rostule oue debe existir un --
acarrerdor enrimdtico cs2sl{tico 0o en su defecto un

conductor especifico de iones OH™,

ORI SpU: SURPPIE S

El sisteme &nisotrdépico reversitle de LTFzsa’=
de lea hipétesis quimiocsumética ( fig TI-11 ), se ba-
sa en el concepto de gue la regidn del centro scti-

vo ée lz membtrana en donde se locelize la LTFesa es

RGP NPS YRR

especificamente rpermeable & lcs iones OH™ de un le-

do de lz membrana y unicemente & los iones HY por -
el otro lasdo, y &1 tiempo qgue entre zrfuz por ese —- b
lado, la hidrdlisis del ATF podria ser reversitle-—
mente scoplade & le trensloczcién de proiones a tre

ves de lg mertrsne con une estesuiometrf{az de un OH™

trenslocado por ATY hidrolizsdo.

Postuledos r:sicos

tare poder comprender mejior 1& hipdtesis de —-

etk

guimicsnétice es conveniente reviser loes postulados

gue involucra, el siguiente sumario contiene los ~--
rostulados cuimioscdticos tel y come oe concitid -~

Kitchell en 1861 .
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l.~- Los sistemas de ATFesa locaslizedos en la membra
na de mitocondrias, cloroplastos‘ y bacterias foto-
sintétices, son sistemzs de hidrodeshidratacién con
terminsles esjec{fices psra el sgua y el ADF y su -
funcidén normel es un z=corlasmiento reversible de la
translocscidédn de protones & treves de la membrina,-—
2l flujo de uniones zrhidres eqguivelentes entre el
ggua y el zcorlemiernto ATF / ( ADF + Fi ).

2.- Le localizscidn en la membrsne de le cadenea de
oxido-reduccibén de mitocondrias, clo-oplastos y hac
teriaes fotosintétices, ocue cetelizan el lujo de --—
eguivelentes reductores, semejantes e
despues de electrones entre los subsirztos de dife-

rente poi~ncizl c¢e oride-redéuccidn, tienen como fun

$omt

cidn normel tcorler lz 1renslocsrcidn de proiones a

traves de lz membrane al flujo de eguivelentes re--
ductores durente la oxido-reduccidén,

3.~ En lz membr ne de mitocondriszs, clorerlzstos y

bizcterias fotosintéticas, hey presentes sistemes de
scarrecdores pare le difusidn de sutstratos especi-

ficos que permiten el efectivo y reversirle cambio

de iones £ treves de la wmembrena y

.

{
la ertirsdz e retrtolitos erenciclers (culstireteos y
tcaeptores de fosimtos) sin colepser ¢l ;cir-rcisl de
membrenz,

4,- Los cistemzs de lecg pomtulsdes 1,2 v 3 ¢

{0
in]

stzn lo

calirzdos ern un :corlerierto teyecicl en le rembra-

2 gsu vez perisiten
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na que posee haja permeabilidad a protones, aniones
y cationes,

Como consecuencia de.estos postulados podemos
observar que existen dos problemas esenciales a8l --
reso de moldéeules poleres de bejo reso moleculer —-
a trevez de les memiranas bioldgicas . frimero -
debe existir un mecenismo oue incremente especifica
mente la permesbilided de la memtreng 21 soluto ——-
transportedo. Segundo cuzndo hay acumulacién con
ireg un gradiente de concentrzcidén, le céiulz u orgeg
nelo dete acopler energie del metstolismo, & lg ——-
translocacidn de soluto & itraver de le membrans., -

Entonces, se puede proporer gue los mecznismos gene

ct

reles de trznsrorte cue resuelven estog problemss

gsen le trznslocscidn de subsirsteo y la irinslocscidn

Le trerslocecidn de substrzio consiste en la -
1ifusién & treves de lz membrene del soluto no modi
ficedo culmicemente por medio de lz prescencie en la
membrzneg de un ccerrerdos especifico o portador .

fig 11-12 ).

En la trenslocecidn de #rupo, el caracter vec-
toriel esencisl Gel (rarcrvorte e consigve = traves
ée le zsociacidn de une enrvima o fruro de enrimes -
con lé membrane de tel forms aque el sutsirsto se
acercz de la fase zcuose er un 18do0 de 1= rembrene
Yy el producio es disfoci=ao en el otro lcdo ( Tig -

11-13 ) .,

e e i s

e n
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Para explicar el acoplamiento de la fosforila

cién del ADP al flujo de yrotones, Mitchell asumid
Qque las dos reazcciones que estatan espvscial y qui-
micamente serzrsdas, esto esg, gue el proceso de la

fo

0

forilscidn oxidstiva exrres=do cono:

Ared + Eox + ADP + POHEZ=Bred + A ox + ATP + H 0

Fuede ser sepsrado en la reaccidn de oxido-re-
duccidn:
. ~ 2 oemn
L red + F ox < L ox + B red

- Y ™~
ADF + PQH LPF 4+ H.O
N~ '4
Y pere acoplar estag recscciones hitchell con-

siderd gue les fuerzes aue conectsn los movimier—-—
tos de les particules involucredes en la oxido-re-
dueccidén, junvo con las oue perticipen en la deshi-
dretscidn del ADY 4+ IJIOH , se comunicabran osméti-
camente por el filuijo cfclico de prrotores entre las
dos fzses scuoses separsdes por ung membrana lip{-
dice gue contiene ls cedena oxido-reductora y el =
sistems de AlFess, Corisiderendo la distrivucidn
gnisotrdéyica del sistema dc ATFesa, la asctivided -
electreaquimice del zguz en el centro activo ([Hgﬂ R )

pere ceterminsdes puntos del eosuilibtrio de hidrdli

—

y g
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sis del sistema ATP / ADP , van a ser dados no por
el producto [Hﬂ rRé, ¥ [OHj Rd.L en las fases acuo
sas (interna o externa), pero si por el producto —-
[H"‘L_']R X [OHj L donde [] indican lasgs concentro—--
ciones reletives a lg #sctividesd oufnica ¥y F y I son
las feses ¢xterna e interna respectivesmente. La -
relacién de la activigsd electroguimica ATP / ADP
(incluyendo lzs formes ionicas), ruede ser auwnenta-
da consecuentemente en la zctivided de ATFesa, le -
cual ruede ser revertide pzra dar zctivided de ADP
fosforilesa y entonces guederis e&n corcordsncie con
ley de amccidn de m2sas ¥ pere el eguilibrio de -
hidrélisis cdescrito, han de incluirse los sfiguientes

elementos;

fersl 0 ]
[D1] Ky [H0) e

Le zctividad electroauimice de un componente
en cierto luger del eguilibrio, define absolutemen
te le tendenciz g escepar de les particules de los
componentes aerido z la yrisién oulmice v eléctri-

ce que cgorortan les pertfcules ~ue ce hzllan en es

[on], x [w)

X, = e e e e e

te runtc del equilibkrio,

(7.4 L

Dornce K2 €s independiente del m:dio poraue -




estamos usando actividade

ces podemos escribir que

g8 electrojuimicas, Enton

la actividad electrogquimi-

ca del 2gu en el centro reactivo del sistema de ATP

zse seréd el siguiente:

[Hz‘jL = [”20] 2q

[,
) [1] LM

X

S5i tomamos en cuenta gue la resccidn total de

la ATPzse oue pu«de ser representads por :

ATP + H2

0 + zH' T=——""=0DF + TFOH + cH'

Entonces el enuilibrio pare le hidrdlisis del

AT puede escribirse de

la siguiernte forma:

= K [HQO.] aq

La sctividad electroguimice del sgus en lzs -

fases zcuoses L y R es erntonces representads por -

Exzdl 6q y el iroducto I [HEO] 59 es entonces iguel

a le conrnstrnte de hidérdlisis y :ef se define rormel

mente, Curnao lz recceidn hidrol{tice esta esirie

tariente scoriede £ le trensloctcidn de proiones des

de la fese R hests la fes

del 4£TP se puede empleer

e L, rara lg hidrélisis --

j—a

2 giguiente representecidédn:

!
{
i
i

.

—_

~2,

s



[og] x  [ror] [Hﬂi

K? EHQO] nq ¥

[ard] [Hﬁ

il

Suponiendo aue: ADF, FOH, vy 4TF, todos ellos
perticipan en el eoguilibrio de la misme Torme, cuan

do hay un potencicsl de membrana de E en milivolts

( mV ) entre les feses L y R, rositivo en la fase L

[, . i AE
[ :?R

Donde Z = 2,302 FI/F ; F es la constente de

Fer es lez

v
25

cay,

[
o

onstente de los gases y E es -

el equivslente de energie libre nue se genarz en un

ct

: = 2 o) + o
sisteme Ge trénslocsceidr de H por cedens i4renspor-

tedore Ge eleciBones, combinendo cstes ultimes ecug

Y

ciones se tiene

.o

5 A E

Log

., 0 . .

£ 306 “K, Z tiene un velor de 60 mV y la cons
tente de nidrélisis pere el ATF se halla en un va--
lor de 5 3 =51 esto ocurre, entorcec se pucde Su}sti

H pHL. ror A&pH y ruede escritirse

tuir p R ~

TheR, oy, 0 TR T ;) - e bl

24

S € Mt o By st

ry




la ecuscidn como:

T lLog Li’OH]L - 2A})H +

Ern este caso les ectividades el--ctrooulmicts -
el ATF, ALDF~-}F0H se encuentren rproximsdamente en

le misme fese y pueden ser eguivelentes & sus con--—

centraciones y se asume jue [}Oi] es 0,01 W, enton-

ces

Grd ~ A E
Log *A = e~ ZADPT - 7
[Zo3) 30

Le ciferencie de potenciegl electrooulmico nece
sario para gus el ejuilibrio ATPY / ADF acoplado y -
bejo estas condiciones, se expresa sn mV y ror lo -

tento puede escribirse como:

AE T eoApt ¥ 210

De este meneres es rosfitle considersr gue le -
diferencie c¢e potencial correspondiente a una dife

. H ca
rencia de p  ruede escribirse como:

AF T AE - 60 Apd

Donde «AP es la diferencis de potercisl,

Es importente retcer rotar aue la meyor

cerie

e Tt Vs o
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de las evidenciss experinrentsles aypovan el hecho de
N

que pH es un intermedisrio obligedo en la sinte—-

sis de ATP y que &denmés conduce & la asintesis de —-
cormo lo derostrezron Jegendorf et al ( 13,33,34,35,-

40 ) ,
FOPOFOSFORITLACION

Goro hemos visto én lo srnteriormente expucs-
to, psre le generscidén fotosintética del ATF no so

lemente se reasuiere les

~

:xistencie de urn grediente

de protones, sino edemés hzce felte lz rresencis —
de uvne enzime crpes Ge uwtiligser 1z energls litre -
generszdz j;or este grediente, funque el recsrnismo

quimies..6tico ex;lice siiisfect

o
—t
[o}
~
s
[at)
o

:
ot
M
o
(@
(o]
}—
m

i

energise de les o0lf€cules nue re oxiden & trzves de

molécules transjportscorss de elecirones, se ubili-
zeg pare former ALTF, & partir de LDF y FCOH, =dolece

de dos cefectos:

Frimero .- El sistene de ATFuse no & locelive en

-

el interior de 17 membrens, siro cue se hslls locs

1—
jol]

izedode renere :nisotrdyice vy rreiz =1 exterior -

jo))

e lz membrans ael tilecoide, wunsue hzy gque hecer

N

‘clar

s
m
"~

zcidr de gue le éi.tritucidn :ricotrorics
ge fresenté no ypor le xTIces =o0leg, sino ror el com
Flejo Fo-4TFese, en cdorde el ccurlejo Fo se ve &

ercontrer corpletemernte cntebido en lf meptrine y

es entonces esie conpleje 21 que yresente le carrc
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terfstica d¢ selectivided a los iones que pasan de
uno u otro lado de la membrena j los llevard hesta
el centro de resccién de dicha AlPssa.

Segundo No explica cuzleg son los eventos molécu-—

1

o}

res resronserles de lg sintosis de A7F,

Pullmen et 21, solubili:eron une ATFrez de -~
mitocondriss le cuel cere caper de restzurar le e
tividad de ATFese en perticules subtmitocondrieles
deficientes de 2TFese y esta ATPesa recibid el --
nomtre de FI.
For otro ledo, Jesendorf & Swmith, fueron los

primeros en encontrer ague ls fotofosforilascidn se

desecoplate curndo los tilecoides eren tratl-dos -
con soluciones diluidrs &e & D T &4, Yosteriormen
te Avron mostrd cue si cgregiten poco desrues los

extrectos ¢e ¥F DT L & los tilsccoides tretedos, -
entorces se resteurebe percislmente la fotofosfo-
rilecidén ( 6 ), lids tzrde Ne Carty & Racker en-

contreron gue tste proteinz 2 lz gue Avron hebie

llemedo fzctor de rcorlemiento 1 , cers identica

m

N
7]

a la FI é¢e la nitocondrie; cdemds helld cue les -

prepersciones de CFI (coupling fzctor 1) eren de
yencdiertes de ¢ lcio y con el wuso ¢e wrtisueros
gspecificos s¢ inhivis fuertemente 1z cetividad
de ATFrese y le fotofosforilccidn: entonces cere -

evidente sue CFI jugste un repel cscorcisl en la

fotofosforilacidn,

1 e A R bty R

———

P




CFI
proteina
gran pro

tons ),

evidencisd

Con
en geles

gue ecsia

ciente a
cuiometr
conntrove
teouionme
°<2 J?Q
For otro
metrie m
GUCOLLUTE
lo gque s
existent
-1
ge CFI 4
2:2:1:1;
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comprende aproximademente el 10 % de las
s de ls membrasna del tilecoide y es una &
tefna de peso moleculer de ( 325 000 d=l-
presenta une forma esférice, leg cusl fue
a el microscopio elecirénico ( fig 1I-14 ).
la ayude de técnices de elzctroforesis -
de poliscrilamide, fue rosiktle desculrir
proteine estz compuests jor veries sutu-
( 7 ), gererzlnente se scepta que CF; estd
por 5 subunidsdes poliyertfdices les cue--
rombtredes delc e & s 6 &N 0YaeEn Cecre-——-—-
e su mese moleculsr, £in embargo le cste--
{z e estes sultunidees sun se enrcuenirs en

reiea y se hen report~do lro siguientes es-
trics: &X', ﬁ Z‘J 2,}3 r JE
£, E, 5, rde, .

L

ledo Feird & FHemmes dedujeron une estenvio
Inime de X . J2_ 7 J £ - m:: me oue fue
< (4 -

de jor técricis de ¢icr-is)o circulsr por -

n

e considere que cste es le estecvinneiries -

e en CF.,
1

cortenico €2 suwlifhisrilor ¢n los surunidede

uiometria

i
(@]
s
ooy
.
bt
w
e
rl-
®

smpoco es cornsi tent:

2,

Ferror & Fecker detcctezron de 12 & 13 cistefl-

FES por

mol de CPI y si csumiros lg csterviomniria

i marthm R e AF e

s
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Ficura 11-14

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE 1A MOLECULA DE CH
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2 :2:1 :1: 2, éntonccs tiene que haber 14 cistei
nas ror mol de CFI'

Considerando que CFI estéformedo por 5 subunida-
g

des polipeptidices, se cstudid nfs & fondo ¢ uns de

o
)]

estes y sus jprolebles itrojied: des son 3

SUEURID:D X

- mase moleculsr 59 000 - &1 000

- rrobztle estequiometria (2)
- contenido de cistelnc en % ( 2)

~ se& heé sugerido qgue tiene unz funcidn reguledors,

SUEUNIDED /3

- mase molecular 54 000 - &7 000
- proteble estequiometrisa () |

- conterido de cisteineg en %

—
ny
~
T

-~ En cuento & su funcidn, erisiten eviderncics indi-
rectes de oue este es la suhunidsd o btelitica. -

C-ntley et €l han indic do e privenciz de dosm ei-
L% -

D ey D e VY

ct

ios de unidr. de nucleotidos en CFI y ¢sios sitios

tieren le propieced de wnir ¢ AMF , ADF , FRF , -
a3
g.L.D};, € ilF en presenciz de . e,

N
b
&

For otro ledo, Neledryk et sl , ror medio de

egtudios de intercembio hidréeeno-dsuterio, aue son

mfiodos eltemente sensitles jere ~r:liver crntios -
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estructurales, compararon la interécciédn de CFI -
con diferentes nucleotidos ( AMP, ADP, £ AIP y -~

£ LtDP ) y encontrcron que estos =e unian en 3 si-
tios diferentes, desiues de le Tijecidn de ATF 8 -
LDF en el primer sitio de unidn encontrzron gque -

los peptidos cembtisdos se encortrsben en las subu
nidzdes J3 y E' , sin embergo debido & lus discre

bencias existentes en le& litereture, no es rosibvle

sacar une conclusidén ccertede (9, 38 ).

SUFURID:D ¥

- m&se moleculer 34 000 - 39 000
- proteble ssiequios etrie (1)

- conterilide de cisieire e

»
~~
Lo

-6 )

~ Se¢ hz observedo cue 1l utilicsecién de suero rnti-

T

suburiced & , junto con suero &#nti¢{ , inhite le -
ectivided de ATFose, lo cusl iuede sugerir oue le -
sutunided & ruede inducir unc cornformecion f:vora-

kle en los cemtios de CFI y otre observecion inmpor-

et

ente ¢s que los li—-derivedos de rmanleiridids, inhiben

le fotofosiorilecion por 1esccior

o

s ¢elflice con la
sutunided ¢ ¥y se he Gicho ~ue la rnrleinids bifun-
cional c¢-tenilerciv:leimicds, vitrecrurs J0S grujpos
~-5H de le misne surunided y se he postuledo oue --

egtructures de le

[
m

este entrecrusemiento odifice

enzime cimtierdo le jperme=tiladed de le rentrens;

Pl
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sin embargo estos detos experimentzles ro son capa
ces de explicar jyorqué curndo se usen nucleotidos
¥

en los msrcs jes con maleimidss teales como ATP, ADP
Doy
ete, se revierte el =fecto de estos resctivos, rues

to sue er ¥ltino coso, esto sugerirfe oue heoy inte
reccidrn con le sutunided cetzlfitica:; wdemés, otro

dzto muy importente cs oue les mzleimides tifuncio

neles tamtien inkiten ls torbts d¢ protones, lo gque
entorces temtier hzce penssr cue este inhiticién -
se Cebe al sbetimiernto de ANP” v Lo & vng cccidn -
Gire&té =obre CFI. Zrn conclusidn, si hey irnterac
c.ér. con lz borbea de rrotones y reversidr de su --
efecto inhitidor en yresencis de nuc eotidos, no -

e

0]
e}

csitle sfirmer -ue aﬂ tiene “oriooe wnte Wn rs
pel regulsdor del fiujo de rretones hreis €l sitio

cetelitico de lz ensime, w
- Y - At~ VR 2

.. 9 en C v en e id ¢
surunitan o oo

e8E moleculer 17 000 - 20 000

i
=3

-~ r20vakle estesuiometris (1)

- contenido de cistefre en % (1)

- En cuznto & su funcidn, lelien I ( 3% ), demostrd
gue cusnGo se cviisben lrs molécoulre de CPF. de le
rmemtreng del tilacoide y rosteriormente se -uitshre

le sutrurided Jﬁ y, °ootns molde les 10 i n cxirees

de rest.urar le fotofosfor lecidn, poro si se eere




€2

"~ gaba a esta mezcla ung prepéracidén enriquecida de

subunided éf , se observaba la resteuracidén de la

fotofosforilscidén, lo gue llevd a la conclusidn -

de gue lg suvkunided J-es le regioneable del enle-~

ce entre le memlrenz y CFI. Fosteriores cestuiios
- . . »

emplesr.do enticuerpos contre J. , confirmeron aue

of erae la suktunided resrpronsstrle de lg unidén en—-

tre CFI y le memtrenz ( 17,39 ).

SUEUNID:D &

- LiESe moleculer 13 000 ~ 15 700
- rrobetle esteazuniometrie ( 2 )
- contenido de¢ cisveine en » (1)

-~ De su Tuncidn se he vugerido gue ve ¢ gervir con

un inhitidor de lez sctividesd de LTrucs,

¢¢.\(

IJ

oy
—
o

r

wm

fgenerzcidn de £TT se e uiere no so-

lzzente el enlece de 1z merbrzna con CYI, £ino gue

0
5

temticen es nececerisz le integricid de los gruros -

sulfhidrilo presentes en CF

- .

0 por 1led0s v inAare Suicroe jroLor
ao por Vallejos Yo inareo, culcroe jrovirgn gue,

! lo cuzl fue comp:oba
el
rezctive especifico de grures ~-3H 2,0'-ditiobis~
(~S=ntitropiridine) (DINF), inhit{a le2 fotofosfo-
rilecidr currdo logs cloroplestos ersn preincutl-dos

con este resctivo en lz lugz, inhkivicidr que ce -

e e ¢ S

- o e

v e o &

"

v

.



podia preverir con DIT (ditiotreitiol), ADP + Pi
y algunos desacoplentes, ademds DINP inhibia el
transporte de electrones besal y acoplado
sintesis de AlY pero no cuanrdo se des: lata es
te previemente, josteriores estudios c¢or. o-l!odc-
terroeto, que itartien es un resctivo esipecitico
rare oxider grupos -5SH: .osireron aue
tivo irhite la saintesis de &1) ¥y
electronrnes zcopledo, esto indice ~ue €¢s niecesaria
le integridad de los grujos —-SH jers gue ce lleve
g cebo la tototosforilecior, lo cusl rusg ¢ ¢« ‘"er-
se, tien e gue lg resccion catelitice cste intima
mente involucre cor: €8 0s ¢ru;os 6 como sugie--
ren Vellejos et , que los sru os -JH de lz suru
rided cetzlitice #si como loz de ie ¢ 1, ung nene
-peces de conserver lz energi 3 : molé
de CFl ( 3,41 ), see cusl ges lg tuncion de
gruros -5H en la fototostorilecaion, ¢s8 flgo
cue egun no se hes esclert€o com letomunte,

Tomendo ern cuente: los :ntecedertes exruvestos

enterio-rente, es positle concluair :ue CFl es le

uraca perte del crsrato totosintetico oue ' copla

el T1ujo de r.otones jroveni nte cel a1rterior de
del tilecoade & le santesis de ATPs
ertorces, aue CFl cs la enyimég reg-—--

e santes1s de s}, cro Lrniien fon

necessrios otros trcoteores hadrofotacos s
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bilizar el enlace de CF. con ls membréne del tila

I
coide, que es la tuente desde donde se va a permi
tir el flujo de protlones a treves de la rembrsna

de. tilecoide, con el CF al pisro tiemjo se en

1Y

cuerntre en le pmentreng el conyleio ;b otdico llame
do Fo, yue unido con CF, va & Tormer el com;lejo

I
llenzdo Fo-CFy o complejo de ATlzsa ( fig 1I-15 )

Estvos componentes de le nenbrana, gorn hiﬁrofé

bicos y corstituyen el conjurto de proteinas gue
se sgbte se¢ encuentre dentro d¢ ¢ nemkrena y que
irobetlemente le zirsviesz » flgfo ruy injoriente
es gue presents uvng Gistritucidén nisotrdypice., -

L este con lejo e su corjurto se le conce como -

corp:ledo C}I—Fo.

7
0
ct

to sulere decir erntorces, rue Fo ve r caté
lirer le {rersferencie trersmentrene deé rroiones,
fernémeno gue demostrd Gould, er vus exicriwentos
con trijenilestesio £l demostrear gue esie comrucsto

roaiz resteur=r la tombez de protones en cloroplas

L
—

C‘
<
12]
)
[
o
n
'
o~
p 5
4N
—~
le)

zvizente ce les hztie suitsato CFI
Los jyositles mecenismos de la fosforilacidn
sue tiene lugs=r en el comilejo CF1~F0 , ueden se

perarse en Jos crtegorics oue worn: 8irecte e indi

Er. el mecanisno cirecto, e ure pri: ero un -

ion fosfeto v el LDF 2 1z ;.rtie CFI cel comrledo
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FIG. 15

DIAGRAYA ESQU-ATICO DE LA ATPasa ANISOTROPICA REVERSIBLE, EN DONDE SE
INVOLUCRA A NECESIDAD DE UN COMPLEJO DE PROTEINAS DE MEMBRANA,

e e T
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enzimético. Los protones se trssladan a traves

-

de un censl de la pesrte Fo y atecan entonces a uno

de los oxIgenos del fosfato, aque es secparado para

Torrer uneé rolécula de :guz, Finsl erte un ox{-
geno del ADF stece a la moléculs e fosfeto pare

former uns molécule de ATF v 1z moldcula de ATP
enntonces se sercre de lo en:ina,

En el c¢rso del mec:nicne indirecto, hay loda

12

— R s Az

uneg veriedsd gé'mecsnistos indirectos, cunoue el
més prokbele juecde wmer, ve er en locus ~ctivo de
le enzima, podrfec ser vue ¢l 4T} 3y el losfzto inor

gédnico se cembinsren export:recmerte sin le adi--

zimez y serie rnecescrio ¢r.crrfe rere lite-
rerle. Le energfia podrier rerle los pro

tones uniéndose & le porcidn distin
te del locus wciivo provocendo urn cembio conforma
cionzl en le envimz, & este respecto Eoyer et al “

projusieron unz hijpdétesis ée rcoplemiento confor

recionzl er Tz cusl e sugiere zue para que se —-

lleve =z cegbo el crmhic conformecionzl que implica

*o ¢ - : TAS .

un c¢untio esyeciidico pere 1t Lctividsd de AP Tsse

de la e¢nrime y otro difererte pere 1o sintesis de

. - . S e .‘,‘ PR

"TF y suve este cenmtio conforr: cionsl cra indig---

versstle, eirn enlargo rste rodole o indice de ~-

(2 o
gue ! wrerea se ovtendrie le «rerile nececezria prer
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>

llevar z cabo ests reacciones ( 8 ) ( fig II-16 ).
Mc Carty & Fagan, demostrafon que el mecznismo
de le fosforilecién més probatle es el segundo, al
demostrar la inhiticidn irreversitle (dependiente -
de le luz) de la fotofosforilecidén y la zctividad -
de ATPesa por NEN (M-etilmaleimida) demostrendo que
la luz fprovoce canbtios conformszcionsles en CFI’ - -
dejsndo al descutierto los gruros recsctivos (gruros
~-SH) psre que pudiersn reaccionsr con LKEBN producien

dose esl unz inhiticidén gue ro se manifierts cuando

w
o

cgrega NEN en le otscuridsd ( 22,29 ). Esto --
entor:ces cofirma le hipétesis de Foyer, ya2 que de--

mustre le existencie de un centio conformscionel, -

0

cunque 1o en sus términos, puss esite cznbio confor-
mecionel cste condicionsde el flujo de protones a -
treves de Fo .

thore que hemos consideredo todes leés reszccio-
nes de los procesos luminosos de la fotoriniesis, -
rodemos DPENSEr En un (Ssuame genéral Gue 1es rues--
tre el flujo de eclectrones ecorlsdo & lz formscion
de TP, cue zdemés este en concordszncia con la hipd
tesis de FMitchell, entre cl sistemz de trensporte -
de elcctrores el cusl se hells sepe1&do en lé mem-—-

trene del sisteme enisotrépico de ATFesa tzl y como

se le considere en le sctuslided ( taig TI-17 )

L]
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FECANISYO DE ACOPLAMIENTO CONFOR¥ACIONAL COMD LO POSTULO BOYER
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sar de todo lo que se conoce solre CF

I’

coseée aun desconocides y les preguntes s

en 1

o]

S

-
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Finalmente es neccesario hacer notar gque a pe-

hay muches

contectar

rroximos £0s serén furdearente Lnente l:s si

guientes;

l.-

&

Cugl o cusles son los conperentes respensshle

de captzar el potencisl electrcouimico y como

funcionsn estos componentes?

Como interzctuzn molecularmente el componente

cetelitico, con el comron:zr

lz eriergia del potenciasl, &

te rue b

sl como

rensfiere

el conocer

el mecsrnisme por medio del cuel se Lrevienern

tuges de energic en el war.

oy
eme?

Como detecte el comiocnente cuitslitico el po-

terciel cuimico del sistenz
: +

cior, del H™ %

Cuel es el :econismo de e

nivel del componente catsali

cus l

iy

IH

1r:tesie

A1)

“ico? ¥y

es & 1tun

—

de LTF &

S

implican los cilaics roesulidores del <itio ce

telitico %

S

i A o P 8 e e 3 N
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NALEINTIDAS

3e he estetlecido ~ue los clorcilestios in vi-

ro e in situ , esi coro las perticules sulcloro--

ct

plastices, sufren cartvios corforveciorslees cuando

~

son iluminegdes y como ye fue mencionzdo ¢

¢
ct

“+

eriormeg

te, estos cmubios esten i:rvolucr=dos en le sinte—-—
sis de LTT, Letos cemtios hen sido olservedos —-
por diferentes mé€todos. por ejenrle se he ¢emostra

~
’

do gue el itemefio medio de les perticules cloroplés

1LY

tices sumentea durante le iluminecidén y temtien se
ha observedo contreccidn en otres cendiciornes, -
Le contrsccidr es reversible en obscuridsd. pero -

el hincheriernto en cierizss condiciories ro lo es, -

tdemés se he descutierto cue le rembrsns de los ti

lecoides es mds resctive z ciertos jroductos cush-
do las rescciones se hzcen en le luz, cue cusndo -

gs reacciones e hscen en le otescuridsd,

b
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Uno de los métodos mds prometedores para estu-
diar clos csmbios conformscionales de las membrznas
es la modificecidén quimice de grupos -SH (con N-de-
rivedos de raleimida), y& gue ectos cstudios hen -—-
sido encemiredos & erncontrer cusl o cusles son los

componentes que cembien su conformascidén estructurel

gl verse &fectrdos vor ls luz ( 40,41 ),
Bl primer tretajo que se rejoria con el uso -
de N-derivsdos de maleinidas como rezctivos de modi
ficecidn quimice, es el trerajo de Nc Carty et sl,
guieres demostreron cgue cusrndo se tretelen cloro---

e e . e o & . verisess itV

rlastos con 1 ml de MNEN en le luy réro no en lg —-

otscuridasd, detz como consecuencie une percisl y -

perrverente inhivicidn de le fotofosforilecidn esi

PP S

como une inhibicidn del transporte de electrones -

B

T L]

no ciclico en condiciones fosforilentes, Esto su
glere ertonces que l& luz jproduce un cautio corfor
meciornel cue treze como (onsecuencis le exrosicidn
_de los grupos -SH 6 grujos gue reaccionsn con NEN.
Fosteriormente estos mis!os esutores, incuberdo mox

lécules ge CFI ¢isledes en presencis de Eﬁ] NEX y

41 DN 3 N i 1 et o 1 T | T KA

Fosteriornmerte desneturalizendo le protelins rere -

ottener sus diferentes sutunidedes, corrieron una

electroforesis de estas suturidcdes en urn gel de -
poliacrilemide - SDS peare loder sepsraer dichzs su-
tunidedes, y encontreron que[%a PEL se hellebe ca

si en su totslidsd en le Lrnds corrcepeniicnte a ¥
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la subunidsd 3’ y 1o gue demostreta que NEM zactua-
ba especificamente en la suhunidﬁd ar de CF;. En--
tonces esto indicata gue los grupos -SH de esta subu
nidzd estetean involucrsdos en el proccso de fotofes-
Torilecidén y elgo mfs imporiewte eun es ngue czto pro
beka ogue ere necessrio un caubio conformacionsl rera
gue se llevere & cebo lg sirtesis de ATP, y a8l miswo
viemjo proreba que NEN no afecctzbe 2 laz bowba de pro

tones,

egnuson y ke Certy, siguieron exrlotendo lg —--

4]

resccidn de NENK con CF;, el estudinr lee intervccio-
nies édel enlace membrang ensime con nucleotidos y en-
contarron cue cusnde se incubkebten cloroplastos con
1 mli de MEL y btz jes concentrwciones de nucleotidos -
teles como ADF o ATEF, se rrocduce un fendreno de pro
teccidén de le inkibicidn de lea fotofosforilscidn por
NEN y entonces concluyeron gue CFI contenfe multi-—-
ples sitios que podiarn rezccionar con los nucleoti--~
dos y gue uno d¢ esos sitios era 1l suburided .
Zeto quiere decir gue ¥ tierne sitios para - -
o gue la interaccidén de lis suruvnidedes 71~JB indu-
ce & exponrer gruros -5SH ue se rprotejen en 18 obrscu-
ridesd, y tembien concluyeron zue tento ATF como ADP
yueden rodificar & CF; ern la luz (. 29,30,44 ).

Detido 2 cue estos resctives eren sltenente es-

pecificos & los grupos -SH de CF. , enionces se pen-

I
s en le positilided de aue estos refctives tembien

——




4

podian servir como reasctivos de intrecruzemiento -
(lo cual se logre prel: rendo N-derivedos bifurcio-
nales de releinmidea). ¥l uro de resctivos de en-
trecrureniento, es un método sunsnerte Util rera -
locelirer les protefnss involucrad:i e en los ceptios
conform&cionales gue sufre le memtrang y eun més -

- -

qgue rperel desemp T

sitenn en les furciones tiolégices,

-

I

lo que ertonces nos derfs une idez de laz cestructu
ra de le proteina. tungue los detrlles gue se ob
tienen cor le egyudes de técnicas csrectroscédpices

son muche mejores, estzs uvltimes, no se pueden US&Er

i

en este intervsalo de dimensiones,

Veibs y he Certy encentireron en 1%77 cue la -
meleimida bifuncionel o-Ferilendimsleimida ( OFDN
( Tig II1-1 ) inhitfe lz fotofosforilrecidr en clo-

roplastos de espinzca ( Spinsces olerscea ) a con-

centreciones & bsjo de 100 U I lo que guiere decir

. e

gue es unes 500 veces més efective oue NEM

\ /

Figura 111-1 ESTrUCTURA DE o-}1iLLILELRDINAYLYIRIDA




For otro lado los tilescoides trét-dos corn CFDII

mostrzron un decremento en la bombe de protores ; -

este decremento ere resteurado jor N,N-dicic ohexil
e s s . 3 ep 14 .
carbtodiimida, ademds okserveron que C OFDM erz

incorporada en las sutunidades 7'y £ del CFI, -
tanto en la luz cono en lg obtscuridad y entorces es
muy rposiktle que OrDM rezccione con un grupo -SH de
lz. sutunidad & accesitle en la otscuridsd y la —--
otra funcidr msleinide restente rersccionsr con un -
grupo -3H de 7'exyuesto -n 1ls luz, lo gue dg un --
entrecruzemiento entre dos gruros -SH de & (9 ).
Estos misnos zutores en 1979 trabsjsrorn von ——
otra maleimida tifunciorsl, Uitiotis-M-etilmeleimi-
da ( DIEN ), ( fig XITI-2 ), encontr ndo gque esta -—-
tambiern eraz un potente inhibidor de la sintesis de
ATP en clorojlasstos y que ademds tambien era un po-

tente inhitidor de ls tombte de protones,

Figure II1I-2
o o

\ /

l N— CHyp ~ S~ § -~ CHg — N '

ESTRUCTURA DE DITIOEIS-N~-ETILMALEINIDA

Sin embargo cuendo se hidrolivsba el puernte -
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disulfuro gue tienen las molécules de DTEN unides a
tilacoides y luego se volvia a ﬁedir la fotofosfori
lacidén , se encontrd que su efecto zhora era como -
el de vne meleinride nonofuncional del tipo REK, o -
see gue irnhibe lz trersferecncis de energis pero ya
no g lz bomba de protones, y entonces interpretsron
estos detos de le siguiente rerers: La sutunided
de CFI contiene dGos sitics resciivos pere meleimida
urio exyuesto y otro enbetido en le membrena o en le

proteine, de tel maners cue cusrdo se incutean los -

[

tilzcoices en le luz con DTEN, uns de l:s Tunciones

~

meleimide se pege el grupo -SH exruesto en le otscu
riced y lg otre funcidn mzleinide se vrne el grupo -
-3H que se ve & exponer coemo conSccuencie de un cem
tio corformaciorel inducide ror le luz, lo gue se -
ireaduce en una inhibicidén de la fotofosforilacidn,
gue cusndo se hidrolire el puente disulfuro de lg -
me’eimide, va ser revertids jercislnente ests inhi-
ticidn y er.ionces su inhiticidr es similer £ la ob-
tenide con REN ( Tig 1II-3 ).

£ este resiecto €8s intercesenie hecer notar que
CFDK y DTEN son dos compucstos cue tienen una dife-
rente Zongitud entre sus centros recctivos ( fig -
III-4 ), que hece roco protetle -ue estas dos melei
midss se esten unierdo e los miencs gruros -SH, e -
incluso es feetitle cue se cster. vnic:ido & Gos aife

rentes sutunidsdes y ro uricemente & una, Ldemds,

U

P

[ .

a—-g

w ils T
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Figura 111-3

INTERFRZTACION DE NMcCARTY SCBKE LA INHIRICICN DE LA
FOTOFOSFORILACION FOR DT eh

M- SH
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Figura 111-4

DISTARCIAS RELATIVES EXISTENTES ERThE LOS KUCLEQS KEACTIVOS
DE DIEM Y o ~ FENILENDINALEIMIDA
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uno de los problemas mfs importazntes del uso de -
reactivos de entreciurzamiento en estudios de mem-
trenze, es el hecho de qgue el entrecrurzamiento --
ocurra frecuertemente de mencre aicrosa ( fig TII-
5).

Tomendo en cuente lo enter’orrente expuesto
Y deda le importrncis de les neleimides Vifunciong
les coro re:ctivos de entrecruzaniento 1sr+¢ le lo-
celirzcidén de los grupos -SH responsatles de la --

sintesis de +TF, se decidid llevar ¢ cerbo lz sinte

#is de diferentes rzlemides vifuncionsles oue cifi

eren uricemente en le longitud de lz csdens hiéro-

¢e fTunciones neleinpida, lo

- -~
'

CEYL.ONn&CGe, OUE SELETE
aue de le poritilided de oltener difererices entre’
cruremicrtos gue ven & depender de lz  istencis —-
~isterte entre lss furciones nsleinide Yy ¢sto en—

tonces sbre lz rositvilidsd de poder locelirer la -

distencie existente ertre leos ¢r -SH responsc-
vles de la sintesis de 4TF, esi como cster si \ni-

cerente se hellan en unz cutunidad o se encuerirsn

distritvidos en dos o nfs de elles.

SINTYSTIS DE P LIBINIDAS

Lee releinidas K substituides son conpuestos

ce férmule genersl

Lh‘»‘._n. [
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y le rds sercille ée todes s la neleimida - -

( l-X-pirrol-2,5-cdionz, y,y = H ) cuya prepsrzcidn

deta de 1504 er que plercher y Cztiidori le ottuvie
ron & pertir de ls oxideciédn del pirrol con €cido -
créiico, Mé€s terde Ferson y Sviller prersrcron la

maleimida or medio de le formecidrn del cducto fure

no-arhidrido m=zleico,

]

—
™

Considerando auvimice de les meleirmides, se
st be cue existen doe sitios rerctives en el znillo.
Le funcidrn cartoxiirnids y le dotle liresdurs, c~8s -

une de les cusles tienre influerncis sotre leg rezcti-

$)]

vided de ls otra, ceussndc que lg maleimids ez un

.

roco c¢iferente g la carboxiimide ce tipo cielico u
olefineg ciclica. Lprovechendo les vents jes de 1la
funcidén cerroxiimide, se yrepersron los gerivzdos -
K-sutstituicdos tznto nonofurncionries cono bifuncio
neles ( resgctivos gue fueron prepsrados por letricia
Gerelz y kne Luisez 3ilve cn el derertemonto de qui-
rice Cregfrice e le D EF G ée le Frculted De Quimi
ce ) gue més terde serfsn uszdos como rerctivos de
gritrecruzeriento,

Los cerivedos K-sutstituidos jue fuerorn prepe

i ¥ s




rados son los siguientes:

N-metilolmeleimida, la cual fue prepsreda a

bartir de maleimida y formaldchido al 40 % por medio

de caztflisis béeica segun lz siguiente resccidn:

A4

H
||/[$V + >° 2 | & Nou

K~etilmeleimide

b ot e s M s ) S B Ay A = e A o

| o + whe—cty-chs

~ OH

--CN;."" CH’

@
) |
Q
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El segunco método consiste en la obitencidn
fel enhidrido 3,€-enrdoxo-1,2,3,€-tetrehidroiftd-

lico 2 partir de fureno més enhidrido meleico,
lz cual es une resccidrn de Diels tlder, el =rhi
drido esi obterido ce disuelve en dcido vcético
glecisl y se le escicionz. en el ceso de la otten
cién de EEN le etileminz y en el ceso de l& EN
el hidrzto de hidrerina y finelmente se cefectua
une pirclisis ¢de o= ~ductcs peres otiener las

meleimidss regun les siguientes rescciones:

Hy - uHy + b MM -CHe CHy ~ W Hy




De esta manera diferentes maleimidas

sintetizades, diches maleimidas son

1,4-DINALELN TDCFUPAROQ

84

fueron

~éi’3 ,J HL w G ‘-{1 we l" g, ¢ t!",. . C!‘Iz —— ,J}‘\’z'

o
o

\
o -

>

o

o o
MH ~ Cly—~ CHy— Clly = Qg =~ HN (
oN HO

o o

-2 04
o

Mo CHy — CHy—CHy~CHe~ N

o

1,6-DILNALE L IDCHEISNO

MHy = €Hy = CHy— CHy—CHy —~ CHy —CHy = # g

ol

s

S,

.
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WH= eHa~ CHy = CHy = elly —=Clli— Gty — HN
H 8
0 ' - o
Q\ -2 -0H /(\)

‘ o= CHy = Cifp~CHy ~Ctly —~CHy = CHy = WV ‘

Ot L Ta LAt E T T I
ETER YIS LALBINIDG heTILICO

En este ceso la metrie prirmes es le meleimide
monofuncionsl metilol, l& curl e condensszda con

otre molécule igusl obteriendose ssiel éier.

o 0
M
| o \zo ———— ,/\ ~ou
v
0 o]
]
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COMPHOBACION DE LA ESThUCTURA

Una ve, hecha la sintesis, la comprobacidn de
la estructure se hece necessria, ya gue se he infor
medo la rosibilided de la ottercidn de isomszleimi—-—
des y deda la importencia del uso gue se les va a -

der a estas meleimidas, se procedit a identificer y

confirmser le esiructurse 4

N

¢llzs, lo cuel se logréd
ror técnicas de espectroscopia en infrarrojo; Tabla
I y por resonencis megnéiices protdénics; Tabhle II.
Cuzndo se hubo confirmsdo le esiructura de - -
estes meleimidss, el siguiente peso fue proler su -
cepacided pare reeccionsr con gruros -SH, lo cuzl

se hito eprovechsrdo le caracierists

0

& Ce les mzlei

0

mides de egtsorber en el ultraviolets, dichs cerecte
ristice se usé pere determinzr ls resctividsd de —-—
les maleimides con grupos -SH, hsciendolas reaccio-

nar con cistelne & un pH #decusdo y ls disminucidn

[e D
[¢4]
j 3
o
o

stsorbencie consecuente se determind & dife--
rentes intervelos de tiewmjo Telvls 11T,

Uno de los feremetros jnportentes pare el em-
pleo de cstos compucsios como reszciivos de entrecru
zemiento, es le distrilucion entre las feses celula
res, para poder llevar a cavo ¢l entrecruzemiento,

Y lz forme en gue se puede cvalusr esto es con la -

ayuda de los coeficientes de yerticién, entonces se

procedid a lg detcrminecidn de los coeficiertes de

o e ety




TABLA 1

L ~0-H N-N c-H | €=0 C-O0H Cc-H O-H
N e T 3100 | 1740v1710 | ~-- SJITA [ —
BM | mmmem | e 3100 | 1760v1740 | --- STV pp—
EBMM | mmeee | e 300 | <-memmne- T JE p—
LAU-DMB | mmmme | mmees L3101 R 840 | —oeen
Le-DMH | —momm e 3100 | ---mme--- —-- 840 | ~=mm-
MM 350023300 .. 3100 1700 100 R p—
Nl;ZM ---------- 300 | memmmeee- —- <J1To N —

BANDAS CARACTERISTICAS EN EL INFRARROJO DE DIFERENTES MALEIMIDAS

BEM= B1s ETILENMALEIMIDA, BM = BisMALEIMIDA, EBMM = ETER BISMALEIMIDO METILICO
1,4-DMB 1,4 piMaLEIMIDO BUTANO, 1,06 DMH = 1,6 DIMALEIMIDO HEXANO

it




VINILI

N-N 0-H COS ~CH- ~CHy~

6.7 3.7

BEM 4 S - S
all 4H

BM | o S |
I i B

EBMN | ---- | ---mmmm-- SR N

1,4-DMBl === | =mmmmmem | e | e | e
1,6-DMH} ---- e U R D

5.42"5.63 6»88 q 98

MM - . ) . S
ip 50 20 2H

NEM SRR BEESE TR U R IS ——

R T e o

s

BANDAS CARACTERISTICAS DE RESONANCIA MAGNETICA PROTONICA
PARA MALEIMIDAS

TABLA 1I




TABLA 111
REACTIVIDAD DE MALEIMIDAS CON CISTEINA

1,6-DIMALEIMIDO HEXANO N-N/- BISMALEIMIDA BISETILENMALE IMIDA
A T (MIN) A T (MIN) A T (MIN)
0.413 0 0.62 0 0,22 0
0.391 10 0.019 2 0.167 /
0,368 25 0.182 15
0.347 40 0,149 30
0,306 70 0.102 60
0.245 130 0.012 90
8.195 190
0.157 250
0.131 310
0,113 370

0.086 490
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particidén en un sistema égus/octenol para simulsar
las condiciones celulsres, obtenicndose los siguicn

tes resultados:

-~ FEM = 1.344
- BN = 2.8553

- 1,A-DMB = 1.29
- 1,6-DFH = - - - -

~ EBKN = 0.752
~ NEM = - - - -
- MK = 0.,1384

Loul es mmuy importente hscer le csceclearccidn de
sue los coeficientes de perticidn gue se espereében
en e & sus gruyoes roleres y nesSs molecular son:

"=

1,6-DI'H 1,4-DKB T EN NER EN. EENM y los - -
gue se obtivieron son : EN EBN 1,4-DNE LENN -
N ( 41 ).

Ctro fector gue es ceterminente pare ypoder -
empleer les meleimidezs tifuncioneles, como rescti-
vos de entrecruzemierto, es le existencis de la dis
tencies zdecuscs entre los centros rerctivos, ya gque
le meleimide puede cer muy reective hicie los gru-
Fos —-5H, pero =i estos no =e encuentrsn 2 uns dis-
tencle iguzl 5 le gue hey entre los nicleos malei-
midicos, no se lleverd & cebo el entrecruzemiento,
( tig III-6 ),

Les meleimides nue fueron sintetizsdss debido

e gue tienen longitudes de cedenrs hidrocertoncdss

rrre

JRFIR PN e
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FIG. 111-6

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

7




Plé,ul‘a 111 - 7
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PSRN

N,N- bisdimaleimida

MM = 192 g/mol

N —CHe-CHei-p 1,2- dimaleirndido elano
L= 220 g/mol
\

o o

O —

)\ .
y~CHe = 0 ~ CH: -—/V W Eter-bic-maleimido metilico

AN M = 236 g/mol
r( Vel
O

/ ] 1,4- Jimel: imido butano

A’*CH;—CH;“CHE-CH;*N\>) VWM o= 248 g/mol
(&]

o)

e WS A ]

Q o

7] ) 1,¢6-dimaleimido hexzna
\/‘v-'CHz-*CHz ~C Ha~CH.— CIJ‘L"'CH:"/'./; , VI = 276 g/mol

)
e} O

~CH.~OH Kaleimida metilol
P = 127 g/me
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dif'erentes, lo que nos ve a permitir tener diteren
tes distancias entre centro resctivo y centro reac
tivo, lo gue tunetdo & sus contorméciones més proba
bles, nos va & permitir movernos en un rengo desde
los b.b & heste los 11.5 A , como pusde otservarse
en la figursa ( I11-7 ).

Los diterentes N-derivaedos de meéleimides gue -
tueron probsdos en este tratejo ven z presentsr u-
ne conformecion 6ptime y uvne conformacion poco - -
rrovable segvn el tipo de moleculsz de aue se trate
ror tento es neceserio conocer como esien distri--
tuidos su ztomos en el especio, lo cusl lo rodemos

observer en les sigulerntes {1zures,

N memee

4 e

7
bR
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&
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MATERKIALES Y METODOS

lo~ AISLANIENTO DE CLOrOFLASTOS D¥ CL:SE ITI ( sin -
membrang externa )

El método cue equise &descrike ecs une nodifice-
cibn & le esdeptrcién heche yrere nuestro leboreiorio
de lz técnica prubliceée por Takeacki et 21 ( 43 ).

30 g de cspinsce

i

( Erinzces olersces ) previa
mente lavedes, se gurrden en el refrigerzdor lz no-
che anterior conservéndolss humedas, Se les guita
la vena centrel y la punte, se picsn Tinsmente y se
colocan en un vese de licusdora (enfricdo en conge-
lzdor durente 30 win ).  se sdicionzn 180 ml de me
dio ce gislemiento ( 200 mN de secarosa, 20 mi de -
tricina, 5 nmi de MgCla.6H20, 50 ml. de KCl y 0,5 mi

de éscorbzto ), se licus durente 5 segundos intermi

o

tentemente, Irnedistemente ce filtre 2 freves de

4 ceprs de gesa coloczdss en un enbudo de filtra--

PP

PR

o Wpnire +
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cién rdpida, pera eliminar los residuos de hoja -
que no fueron molidos, El homogenizado se colo-

ca en los tutos de centrifuga prevismente erfriaz

dos y =e eauililbran, Se centrifugs & 1500 rpm
dursnte 3 pinutos ( en urs centrf{fugz NSE modelo

1LE-6 corn cebewzl ); en este peso se elining el se

dimento que contiere lzs célulre enterss, ndcleos

Yy psred celular. El sobrensdente se cerntrifuga
g 3,508 rpm durente & minutos, Se elimineg el --

sot:rencdente y el sedimento cue contisne lcs clo-
roplstos e lrve con un medio de resuspersion ( -
100 mM ce sacerose, 20 ml de tricine, 5 mlil de - -
FgCl,..EH.0, 50 mh de ¥CI ); cuidecdoszmente con un
o e z ? ’

tubo de enssyo ogue contiene hielo se repueve el -

N Y
peguete e clororlestos, se rowcgeniza y se centri

fuge 2 3 500 rpm ror € minutos. Yste procedimien %

3

to de lzvedo se repite dos veces con le {fineliced
de elimiricy inmpuresss, Finelmente el cedirento se

resusyende en 3 rl de m:dic de resguspension sin ESA

Y se conserva en ur. tubo de enszeye cutierto con -- 3
yepel elumirio & teje temperaturz ern un vefio de -- ’

4
hieglo, En estez metodologie s importente conser-

0 . .
ver le temperzturz & 4 “C como néximo y & un pH ae

g.00 .,
IT,- DETERIIMACICK DR CLC CGFILA
Bete determinscidn se reeli:déror un nétodo es

-

rectrofotohétrico, cuyes ecurciones fueron deriva-
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das de los coeficientes de abs orL1v1dad molar de
las diferentes clorofiles ( 28,45 ).

A tres tutos de enssyo de 13 X 100 se les adi

ciorza 5 ml 4 =ecctona =21 80 %. L dos de ellos se
les yone uns slicucta de 20 f)l de le cuspercion de

cloroplestos prevismente hoemogeneizedos, se cubren
los tres tubtos con rsypel perefilm e inmedistemente
se ezgitan en un vortex jor 30 segurndos y se incu--
ban en lg olLscuridad durante 5 minutos; se cent-ifu

gan lss dos npuestres en une cerntrifvgs clinica mo-

0

delo CL Ko 197 & , velociasd wéxims por $ minu--
tos, se cecante y ¢1 sorrensdsrnte ce le cdetermnina
ls zbsorbencis e 649 y 665 nm conirg el blanco de
gcetonz en un espectrofoiometro Cerl Zeiss M4 Q 111,

4530Q0-FPKQ 11 46275, celculsndo los veleres con le -

siguiente ecuscidn:

clorofile total

en mg / ml = +45 A665 ) o+ 17.72 | A649 )

I1TI .- WeaCAJE DE CLC: GFLASTCS DE CL:ASE 11 COR Nhi-
LEINIDES E1FURCIGRALES

El merce je de clororlstos sc reali:d segun una

edeptacidn el método rejortsrco por Ve Certy et 21 -

vere NEN ( £9 ).

Ernn una cubete refrigerecda por ¢ gue, se coleen
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7 ml de un medio de resuspension ( 100 mM de saca-

rosa, 20 mM de tricina, 5 mM de KgCl,.6H,0 y 50 mM

de KCl1 ), se colocen 70/l de mv 0.5 K y 140 fg de

clorofila ( 20 U g /ml ) y se incuka ror un minuto

en la luz y/o otscuridsd con concetlrzciones crecien
tes de meleimides bifuncioneles ( 0.0, 0,05 mk, 0.1
mM, 0,3 mhki, 0,5 mli ),une ver terminsdzs le incube--

cién se procede a psser el conterido de la cubeta

a2 un tubto de centrifuga que previemente contiene -

15 ml de una mercle de resuspension eimilar 2 lz -

enterior con le diferencie de oue cete contisne —-

0.1 # de PS4

jol)

e

6]
o
4]

crrseda y 0,05 ml de 2-mercsptoeta

1

nol concentrade ( cuye furcidn es psrer le resccidn)
¥y se centrifugen los cloroeplzsios ( zhore marcedos )
en una centrifuge LSE modelo 1LE-& con cebhezal g ——

5 000 rpm por espscio de 10 minutos desrues de lo
cuel se desecha el sotrenzdente ( fig IV-1l ) .,

Pere le medicidn del transporte de elecirones
los cloroplestos mercados se resuspenden en 7 ml de
une mesrcla de recccidn que contiene 100 mi de czce-
rose, 20 mN de tricine, % mM de MgClE.GHEO y 50 mN

de KC1 y 0,1 % de ESA desgresad

[$]

Fzre la medicién de le bomba de proiones y la

fotofosforilaecidn, se resuspendid a los cloroplzs-
’

tos mercedos en 7 ml de una nrewcla de recccidn gque

contiene 100 mi de LECl y 5 ml de KgClQ.QHZO .

JRPCSREE .

[
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Fara realizar los marcajes se siguld el esgquema )
que se muestra a continuacidn:
concentrzcidn
ml de de periodo de
tubo ¥ R maleimide incubscidn '
1l 7 - - - - 1l min
2 7 - e - 1 vin
3 7 0.05 mM 1 rin '
4 ] 0.05 mli 1 rin
5 7 0.1 nw 1 rin
6 7 0.3 mi 1 min )
T 7 0.5 nmh 1l min
IV .=~ KLKCALJE DE CLCHCILESTCGS DE CLLES IT CCK KALEI
W.IDAS EIPUNCICNALIES 1k VIO Ke=CiJE CON NEN EN
LE CEFSCUETIDED,
En une cubets de vidrie refrigerzds jor zgua
se colocen 7 ml de medio de resuspensidn sin FESA i

( 100 mM de szcerossz, 20 mk de tricine, 5 ml de -
mgClE.6H20 y 50 mkt de ¥Cl ) & los cusles se szgregan
70 U 1 de WV 0.5 I ( @ceptor srtificial de electro
nes ) y l404AL g de clorofila, Se incube por un -
minuto con 0,1 mk de LEK en lz obvscuridsd e inme—-—
diestemente dezpuves se incuvbta con conceniraciones -

crecientes de maleimide vifuncicernsl por un @ inuto

en presencie de luz ( fig IV-2 ); uns vez terring-
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da la incubacidén, se procede a pasar el contenido
de la cubeta a un tuto de centrifuga que previamen
te contiene 15 ml de medio de resuspersion con 0,1

% de ESL cespresade y 0.05 m)l de f-mercrpltoelsanol

( pare psrer lez resccidén ) y se cent ifugen 10s —-—

¢ 10 uirutos

2

cloroplzstos & 5 000 rpm por esracio
en una centrifugs MSE rodelo LE-& con cerecsl, des
pues de lo cuel se desecha el sctrensdente y se -~
procede. &8 medir ls bomtz de protones y la fotofos-

forilacidén,

V .- KEDICION DEL ThANSYOnTE DE RLECTRCNES

Zesdndose er el hecho de cue yor efecto de -
le luz hay fotélisis del sguz, y de que =l oxige-
no es vuvn elemerto electroinducitle, originando una
onfe que se puede detectsr por medio de un electrd
do, oue mide el gradiente electreguirmico por efec—
to de le concentrecidrn de oxfgeno merteniendo cons
tente el volteje splicedo, se empleo ¢n cste €550
un elecirddo de tipo Clark ( 1z ) sue nide los -—-—
cembios de concentirscidén de ox{lgeno que se produ—-—
cen por le fotdlisis del rgue, Eete electrbédao es
te compuesto por un cftodeo de rletino y un 4rodo -
de rleta los gue esten en conteclto con ung solu——-

cién concentrede de cloruro de yroitrsio, la cue & -

su vez este contenids en uns membtreneg de politetrs

PR PSSR ESTE LR SIS

o et m



107

fludéroetileno ( FIFE ) que est4 en contecto con
el medio de resccidn, protegiendo 21 electrddo - N
de substencias conteminsntes y siendo permeeble
2 geses, Se considere gue le permestilicded es
selectiva, porgue en el ceso pertifculsr del oxi
geno en le megzcla de reaccidén es el unico gue -
estédveriando. Aprlicando un volteje de 0,5 g 0,8 ‘
Volts & treves de los electrédos, la corriente
¢s proporcionel & le concentrecidn d: oxIgeno -
en le cubete de reszccidn,

En el electrddo de tiro Clerk se efectisn

les esiguientes rescciones:

snodoe

4 tgt o+ 4 c1” > ¢ hzCl + 4 e
CZtodo

4 4V o+ 4 e 4 0, > H.0

4 BV o+ 4 ngt o+ 4 C1T 4 C,——3> 4 heCl + 2 H0

Los cenrios de corriente detectzdes en el -

n

electrdédo son irsducidos s voltie je por un oxime-

[p]

I

tro construido por el Dr Hicherd Dilley ( on rnues

—

L

tro letorastorio ), esie ¥ltimo estécenectedo e un
registredor Beckmen con une eritrrde Se médxinmo de
10wV, lo gue eguiviele & 1-2 equivslentes electré

rnicos,

El esquems mostrado en 1z figure ( IV-3 ) -

Ah--------::___________________________________________4;” I A,




L

1.~ FuenTE DE LUZ

2.~ LENTE DE [zAWA

3,~ BASE DE AGITACION
ly,~ CAMARA DE REACCION

5.~ OXIMETRO
6.~ REG1STRADOR

DINGRAMA QUE MUESTRA LA DISPOSICION DEL EQUIPO PARA LA MEDICION DEL TRANSPORTE DE

ELECTRONES
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ilustra le disposicién del equipo empleado, gue -

consta de lo siguiente; Un pro&ector Sewyvers con
una lempara de 500 W pere proporcionar luz hesta -
seturecidén, el reyo de luz pese & treves de una —--
lente de Isewe gue consiste de ung solucidn de sul
fato de cobre 21 ¢ %, contenida en uns mstrez de -
bola de 500 ml, gue hgce la funcidén de filtro, con
centrando la luz y eliminendo el celor de ls lampa
re Lrera gue este no llegue a lea cdmare de reaccidn

lz cusl & su ve:z

(3]

e encuentre refrigeradz ror agua

este cémzre csetd

"n

ostenide solre un agitzlor megné
tico que rantiene honogénes la suspension y le cual

& su ves tiene sdaptzdo el elect:dbco de tipo Clerk,

-

ccnde se esjuste perfeciunente,
Ferez medir les reacciores, se usé uns ne:cle
de reeceidn =tenderd gue conltiene : 100 mi de szce

rosa, z0 mM de tricinz, 50 ml de KCl, 5 w0 de MgClE.

o)
4z

6H20 y 0.1 % de ESA desgresede,
Le czlikreciédr se rezli: 6 con lz nerclz de -

reecelidn stinderd y 50 mi de ferricienuwro,

©

En todes les meleimidzs se probdé el transpor-
te de electrones basal wsf{ como el fosforilente,
L.as rezcceciones e¢fectusdos en le megzcle son:
Vescecidn Totzl ¥S I + 1S 11
H 20 ey LY

EHEO + & WV 3 NVHZ + O

nY

~ B +
g hVHg + 2 02 + 4 H

v
no
oo
Ny
o

Ny

trensrortendose 10,/ 4 e

b—

.-

O

Zadiaa
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Calibrecidn

H,0 > Fe(CN

)

2 Hy0 + 4 Fe(CN)g —————=> 0, + 4 H' «

2
trersportendose 1 0, / 4 e’

los trezzos obtenicdos en el graficzdor nos in-
dican la velocidsd de consumo o produccidn de oxi-
geno, lo cusl se puede determinar compesrendo lg --
pendiente del control con los trzzos obtenidos pe-
re los Giferertes protlemss (on las meleimides, —--
czlitrendo con une colucidédn de Fe(CN)6 0.05 I gue
cusnin se zgregen 10AL 1 e uivaele a2 0.5 M eg de e

en ¢ ml, lc gue se emrleas rzre hecer la conversion

m
=
1.
o
1
o
[
1.

suwivelentes de elecirones por hore por mi
lizramo de clorofila, que es lea expresion fineal -

del) resultszdo :

0.5 M ea e 5 60 min/Br _ -
o de liness ng/rl dée clo-
recorriges rofile tdicio

gl celibrer riada

M ea e/ Hr / mg de clorotile,

S

t

Fe(CN)6

—
o o
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PROBABLE MECANISMO DE REACCION ENTRE EL METIL VIOLOGENO Y LOS
ELECTRONES LIBERADOS POR LA CADENA TRANSPORTADORA DE ELECTRO-
NES
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VI .~ MEDICION DE LA EOKEBA DE PrOTONES

Se mide el gradiente de protones, registrendo

H

los cenitios de p° ern un potenciometro ( Corning mo

m
s

delo 12 con une cesceles expandide ), a le rezele de

reaccidn qgue contiene los clorojlistos, cuando es-

te es ilumineda & un pH = 6,

H

—

Lz velocicded y el c=nbtio de p s=e pueden cal
cular jpor le diferercis de pendiente y tamaiio del

trazo, debida & l& zlcelini-zcion del wedio a8l ser

irensportados los 1rolones hecle rdentro de los ti
lzcoides, El fiujo inverso de proiones sucede ~-—

cuendio se eprge le luz, pero con une velocidad ne-
nor,

BEY nedio de reesccion stindéard contiene 100 mi
de KCL y % uml de Ng012.6H20 Yy U.b ml de KV, tiene

saemps 20 £ ¢e clorofile ror ml,

Los idnmstrunenrtos cnpleados se essuemeticen

err le fig 1V-5 ; el e.uipo corsiste de un p:royector
Sawyers con une lenpara de HUC W, haciendo pesgr -
la luz por una lente de Iseva, pere concentrer los
reyos y eliminer el calor, Lz cubcte de reaccion
tiene doble cemisa con tlujo de :gus pere cohserver
la tempercturs, dentro de le cubeta ae resccidn se
suwnerge el electrodo conecicdo ¢l potenciowmetro, -
el cuszl ¢steé conecledo & un greticedor Peckmsn, gue

registre los cenlios de pH yor nedio de los cenrkios

L
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1.~ FuenTe DE LUZ

2.~ LENTE DE [zAwA
5.- BASE DE AGITACION
4,- CAMARA DE REACCION
5.- POTENCIOMETRO

0.~ REGISTRADOR

DIAGRAW\‘QUE MJESTRA LA DISPOSICION DEL EQUIPO PARA LA MEDICION DE LA BOYBA DE PROTONES,
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de voltaje que registra, ' -

Cuendo se iluminan los cloroplistos se genera

.
5
e
B
o
n
-
o
|

un greadiente protorico en el que se ests
cendo los protones hecis el interior del tilzcorde
de los clororplestos y por tento se slcelinira el -

nedio externo gue es el pH queg mwide el electirédo,

Vil .-~ WEDICICON Dk LA rOLOFOSFOKRILACLON

Se mide le generacion de iones UH oue son —-—

expulsedos heacie el medio uxterno del tilecoide, Lo

v

cuel se logre registrindo logs c - mbios de ph en un

rotenciometro ( Corning moselo le corn une cscale -
expendide ), a lz merclse de resceibn, cusndo esta

es rluminsde € p = 8 .

Le velocided de sintesis de ATP se juede cal-
culer por la dilerencia ae lg ,endiente de los pro
blemas con les diterentes meleinides en contreste
con el trero control y cslatrando con 9 AL L1 de HCL
U,V N,

Elf mediro de reescclror. stencerd contiene 1UU mh
de KCL y Y mlt de NgCl,.0H, O, U.YH mk de KV, 10 gL
de P1 U.3 N/ ml y LOJLL de ADr UL K / ml,

Los insirurentos emplesdos se esquemetiren en
la tizure 1V-5 » el e'uiro ¢s el nismo gue se des-
critad rerz le bounte 8¢ rrotones,

Cusndo se iluuninen los clororlestos se inicia

ey

Y we g

s
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la sintesis de ATP trayendo como consecuencia la libe
racién de iones OH™ provenientes del tostrato inorgd--
nico, reaccion gue se lleve & csbo en la A'lress del -
clo:oplezsto, v como le sintesis de AP se ve = lievar
& une velocided constente entonces ze ve & chserver -
une constente liberzcion de 1ones CH lo cuzsl se ve a
retlejar en une constinte alcalinizecidn del medio ex
terno,

Llos treros obtenidos en el graticedor nos indi-
can le velocidad de sintesis de ATV, lo cusl se puede
determinar comperendo lz jendiente del control con —-
los trezos obtenidos ror !os darterentes protlemes con
meleimidas, celibrendo con HC1 U.0> K H ALl que equi-
vele & U.UbjU,eq de B 1o gue e emples pere hecer la
conversion de microeguivelentes ce »1FT por hore por -

mg de clorofile, qgue es le exprecion finsl del resul-

vado
0.05Ak.ea ATF ¥ 60 min / Hr -
No de liness ng/ml de clo-
recorridrs rofile ecicio
gl cgiitrer nada

J\leq LTF / Hr / mg de clorofile,

e gty e aes v

St

o

B Bt b o e M b
[ Cvo




l.~ Efecto de msleimides monofuncionales en el -

transporte de eleclrones tesel y fosforilznte,
En les Tigures V- y V-3 , podencs olservar -
el efecto e les releinidrs ronofuncionsles sohre

el trersrorte de electrores hesel cusndo se incutan

los clicrorlestos €1 jrecerncia de meleinmidre en la

luz y cvendoc se incutan er le obscuridsd, se puede
otservar gue MM irhite el transporte de electrones
besel cuendo se incute en le luz rero no cuendo se
incuba en ls otscuricad, lo que sugiere gue N es

un irhitidor del trersporte de elecirones, pero pa

m

re zue puvede irhitir necesiie de 1& presencie de -
lz luz rrobveblerente jporaue le luz induce un cambio

conformacional en la membrens, oue permite su en--

"

trazade heste le cedens treneroritsdora de electrones

0 tien gue se ex;orern gruros -S5H aue en lg otscuri

jo])

ed no estern exjuee os y entonces puede reter reac
cidn cor lg meleimids rmonofuncionel, 51 ecto e8
eef, entonces es Tecilmente explicetle porque cl -

LT
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transporte de electreones fosforilante es inhibido
ror MM y rio por NEM comrmo puede‘observarse en las :
figures V-2 y V-4,
2.- Efecto de meleimidis wonof<ncionsles en la —-
tombe de protones y fotofosforilacidn.
En les figurcs V-5 y V-7 ruede okservarse jue
ni B ni REN, tienen ningun efecto sobre le Yomba
de proiones, lo que nos permite concliuir fue su - -
efecto no es a nivel de les rezcciores de trensferen

-

cia d¢ energfe, ye cue no hsy inhibicidn de de la
generscidn dcgapﬁ. Cuzrndo se midid le Totoflozfo-

rilecidén ( figurzs V-6 y V-8 ), se pudo otrervar -
cue REK inhitfe le fotofosforilascidn cusndo se irn-
cubzbs en lg luz y no en lz obscuridesd, lo gue de~
mostrete cue MEN es un irhitvider cspecifico de CFI
como y& estezba reporicdo en lg literszture, Sin -
embergo en el czso ce [, e vio gue eperte de in-
hitir le fotofosforilecidn cusndo se incultets en -
la luz, tentien presentebe un efecto inhivitorio -
en lez obscuridrd cusndo este comruesto se helle en
altes corcenirsciones, lo cuzl esztéd concordando con
el hecho de gue este cormpuesto es un irhibidor de
le cecene trensyportedore de electrones » es intere
sente noter que le Unice diferenciz zue tiene este
compuesto con KREN es un grupo CGH er: vez del CH3 -
de NEM, jpero como pucde verse esta diferericic es - !

mds gue suficiente psre cambier el sitio de reszccidn

L
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con gruros -SH que va a preferir el reactivo y asi

afectar diferente furcidn.

3 .~ Efecto de mezleimides bifuncionales en el trans,

rorte de electrones brsal y feuforilente,

En las figures V-G y V-11, se puede observar
‘el efecto de las diferentes mzleiridas en el irsns
porte de electrones bessl y como puede verse, BIY,
EEMN, y 1,4-DNE no presentan ningun efecio sotbre el
triensporte de electrones hbasal cuaﬁdo se incubhea en:

g luz, mientrss gue cusrdo se ‘ncubén en ls obzcu

riced seolo EN y EilNN no presenten ningun efecto $0

bre el trensiorte de elecirones trzseal, Con respec
to & les demds maleiridse, ruede verse gue FEN y -

1,6-DEH son inkibvidores del eistenz de trensrorte
de electrones ys que inhiben el transporte de elec
trones beszl tento en luz como en obscurided, sin
embargo un d:to intercserte se tiene con 1,4-DNB -
Y& gue este no inhite en le lur pero si en lz cus-
curided, lo que puede sugrerir aue se ¢ste uniendo
e vne protelne de nembrens gue este irtimemente -
ligsde con ls cedena irensportzdors de electrones.
y cue tiene grupos -SH que esten :cecesibles en la

obvscuridsd y ern cembio en 1 lur o8 rrobable gue
gsufra un cembio cerforrecicrnal de tel forme gque -
ahore se encuentran escondidos dieles grupos --SH

y entonces rno son detecvidos tor le nmeleinida,

iAo~ a

P,

Pt

o i e

T i e S
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Ademds es importante hacer notar que al ser melei
midas de diferentes longitudes hidrocartonadas lo
mds l6gico espersble es que se encontrard una dis
tencia dptime de inhitvicidr y cea de l¢ cedenr -
trénsportedora de electrones o de le gintesis de
LTP, pero como ruede verse eouf, no hay relecién
entre la longitud de le cidens Widrocartensde y -
la inhiticidn,

Cor. respecto 8l traznsporte de electrones fos
forilente ( figures V-10 y V-12 ) se rvede otser-

)

ver rue ¢l treneyorte de elecirores fosforilante

-

es zlectasdo ror todaes les meleivides & ecepcidn

de EEWN cusndo se incuban los tilacoides con malei
mides en le luz. ferz el ceso de ¥#EN y 1,€-DIH
ereg légico fa oue como dijimos #ntes son inkibido
res del irénsyorte de electrones, lo gue es comnro
tado por le irhibicidén gue murstren estos comrues
tos er le obscurided ( fig V-12 ), acuf es intere
senie hecer noter cue 1,4-DNE  zctive el trensporte
Ge electrones {fosforilente en le& cbscurided,

Er. el c&so e 1,4~-DUE se oYserve en‘onces una
inkibicidn del itrensporte de electrones fosforilen
te curndo se incuk:n los tilscoides con nmaleimides
en la luz lo cugl foadrie sugerir gue este compues-
to 0 estd zctuendc sobre le LTFise 8 estd sctusrdo
# nivel de les regcciones de tronsfer.neiz de crner

gie; sin enbergo, este rismo coryursio russiy

o
—
<
3
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incremento en el transporte de electrones fosfori
lante cusndo se rezliza la incubdcién en la otscu
ridad'y entonces csto yodrfd sugerir que es un de
secoplente, rero e:to e sabrd cusnde s¢ (neliren
los resultados de le bonlba de yprotones v fotofosfo
rilscidn. Faras EN se juede otserver uns ligera
inhibicidn del trérsporte de electrones fosforilsn
te tento cuende =e incute er lz lur cemo en lé obs
curidad lo gue entonrnces sugiere ague entonces sugie
re oue este compuesto ¢ @ctle & nivel de les reac-
ciones de trensferencies de snergfe o Yien rsolre la
ATPase, pero #un es és interesente notsr cue ERENK
cesl ro ectus en el trarsrorte de electrones fosfo
rilante ni en lz lus ni en le oliscuridsd, lo que -
entorices quiere cdecir ogue EEMN estd entrecruusndo
en grupos -SH diferentes & leoes nue entrecruszen las

demés meleimides,

4.~ Efecto de meleimides bifuncionsles sobtre le -

bembe de protores.

Como jpuede okseé:rvarze en les firuras V-13 ¥y
V-15 1lzs emleimides 1,E~DNH y TFEN no presenten -
ningun efecio en lz bowmbe de yrotones ni cuendo -
se incute en le luz ni cusndo se incutz en la ots
curidzd, lo cuzl concuerdas con el hecho de gue in
hiben & le csdene trensportesdore de electrones, -~

pero rere que esto e reelmente concordente, es

g
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necesario entonces proponer que cstes maleimidas -
inhiben a nivel de ¥S II y no antes, ya que si fue
re a2si debverf{sn inhibir a ls bomba de protones, --

1

o0

re el caso de 3,4-DVE se puede oleerver nue inhi
te g le bombe ée rrotones tonto en luz coimo en ots
curided unicemente cuando se hells en sltes concen
treciones, siendo meyor su efecto cusrndo laz incuba
¢idén se hace en la luz, tel vez porque se una a —-—
glguna protefna intimamente ligads a le cadenz - -
trensportazdora de elctrones como se hebfa sugerido

eanteriormente y ée seér &si estz proteins dete eg-

©

1]

tar en FS 1II. Bl compuesio rniés interesente en la
inhibicidn de le vorts de rrotones, es el ERLLN va
gque este es el nds potente innkitvidor de lz bomba -

de protones y sclznente irhibe en precencia de la

4}

luz, lo cual puede sugerir gue cste compuesia i c-
tUé especf{ficemente sobre la tombz de protones y
solamente la inhite en presenciaz de la luz lo cusel
indice gue es indispenssble le luz pars gue se pue
6a llevar 2 cabo esta inhibicidn tz2l vez poraue lz
luz induce un cambioc conformzcionzl que permite -
queée se erxporgen grupos ~SH & los cunles se pucede

unir este compuesto siendo muy inrorian he-

s
[£3]
O
-

cho de gue estos grupos -5H tieren urs distszncia -

izusl le que existe entre los centros rezctivos

o

de e

n

te mzleinida lo oue explice porsue solanmente

este maleimids produce este efecto de inhiticién

e bt o A




de la tomba de jrotones.

Finalmente tembien se puede observer que RM
es un potente inkibidor de 12 bomhba de proiones
cusnigo £¢ irncuve con tilzceides en lz Jug, rero
este maleimide presents un c¢lecto de intaticidn
sumznente interessnte, ya que inhibe unicemente
a le concentrecign de 0,1 nll y descoyucs de esta
concentrecidn se revierite su electo irhivitorio
como puede otservarse en le figure V-13, en cam
bio cuszndo los tilecoides se incutsn en l& cotscu

ridad no se presente nirngun efeclto irhidbitorio,

5.~ Bfecto de maleimides bifuncioneles en le foto

tz
3
-
»
—

iguras V=14 y V-16 se¢ nuesirs el —-
efecto de los #mleimides bituncionsles en 1z foto
fosforilecitn y como rucde verse z exepcion de —-
EERN y L,4-DNE aque inhiten potertemente lg foto--
fostorilecion, les demfs mesleimidas no prerenten
ningun efecto sobtre le fototfostorilscion cuendo -
los tilzcoides son incubedes cor. lzs rmeleamidns -
en lz otscurided,

En el c¢=so dé¢e le¢ incutecior con lea lug, nue-
varente se ve sue EENN es el mes poterte inhibidor
ée la TotofosTorilacion lo cuel es logico porgue -

este conpuesto es ¢l rits joterite inkitidor de la -

torke de prctones, lo que entorces nos contirmg —-

S
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que este compuesto acttia a nivel de la bomba de -
protones pero no nos descarta ia posibilidad de -
que cctue a nivel de CFI, vor otro lado se vuelve
a2 ver este efecto de !N cde i1nhabair a la concentra
cion de 0.1 mh Yy luego revertir su efecto, lo gue

tembien indaice que tambien sctuz & nivel 'de bomba
de protones, Se ve una inhibvicion de 1,4-DrR la
cual nuevemente se hece muy evidente 2 concentra-
ciones altes lo que ertonces confirme gue este ——
sctusndo sobtre cazdeng trarsportedore de electirones
como ya se dijo y entonces este inhibicion de la

fotolostorilacion no es mes gue un retlejo de su

eccion en le cedene de itrensporte de electrones,-
temblien puede cbegerverse uneg inhiticiorn por rerte

de 1,E-DKH la cusl se

o7
Q

te 2 gue como y& £e mencig
né§ es un inhibador de le cadena de trensporte de
electrones y en el ceso d: HELK es ainteresznte e -
initrigente ver nsue siendo un inhitidor de lg ceade.
ne de irens orte de clecirones no anhibs a2 lz toto
tostorilecion,

De lo enteriorsente expuesto, se rprucde con--
cluir gue ; KFEN es un inhibidor de 'z cadenz de -
trersyporite de elscirones,
1,6-DrE 1nhite & lg fotolostorileciorn aebido & gque
es ur 1nhibidor de le cazdena trensjortadors de elec

tror.ecs,

1,4-DnE es un compuesto que probeblenmente se encien
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tre &ctusndo sobtre une proteina de membrsna 1ntl
ranente ligada con la cadenz de transporte de elec
trones y de ser &si muy probeblercrte ests protei-
na se encuentrs en FS 11,

LEFK  Se encuentra eciuzndo o tien a rivel de la -
bomba de protones o tien sotre alguna sulbunidad de
le £PFPesa zue res capro de Llozuisr o no el censal
de protones,

BM Tiene uvne zccidrn siprlar @ le de ETMK, pero es
tz esté zctuando & un nivel diferente lo cuvzl es -~
légico rordque es muy difererte i dizisrciz ernire

los micleos resctivos de M y de ErFiMN,

'S

~

6.~ Efecto de s dfencioncles ¢en 1tz Tote-

o
o
[
L
[o ]
£y
4]
-~

fesforilacion y bombe ds ijrotenes [revio n--caje -

con KEL ern lg olscurided.

Cowmo con los cetos enteriores ers muy aificil
concluir cue EEMN inhitis unicamenie & le tombe de

protones, era neccesario prouaer esta hijpdte

[¢5)

sig, ade
4 a i {te e e Yoo -‘.'6'» A et recruranent -
mzs sk eniarmos Uun& regccion fe ernvrecruvanmirento

corr sutunidesies de CFI cre roeessrio s2ler =1 los

gruios -5H gue estre

feal
~
-
Iy
m

ertrecrursnéo eran los que

']

se exponen en e luz o ze itrztalz de un entrecruys
mlento como el reportsdo yor el Dr lic Certy en su

revisidn de 1970 en dorde

8}

¢ irdice -ue rsy un en

trecrviamiento entre ur coupo sue ce expone er 1
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obscuridad y un grupo que ge expone en la luz, o
eran dos grupos de diferentes subunidades que se
exponeén en le obscurided, pror lo acue se decidid
reslizer une incubscidn cen LEK en le obscuridsd
( ya nue se ha comprobado gue cr coles condiciones
NEN no afecta 2 ningune de lcs mediciones que se

ven & resliver)pere tloguear los gruros -SH que

(A}

rudieren servir dée anclz rars cue e unieren es-
tes meleimides bifuncionsgles, y los resuvlisdos gue
se obtuvieron son los sigulentes:

Fomba de proiones .~ Como puede verse en la figura

V-17 ningune de las maleimides Ptifuncionales cetds
zhoere sobre leé Yomke de jroiones = exepeidn de - -
1,4~-DWE,1lc que terrine de¢ comproter cue este com-

ruesto #ctUe & rnivel de le cedena transportedo

-

=3

javd

ée elctrones y no en tomta 4

[0
7
o]

protones, lo cuszl

[

sugiere ye que le cinétice de inhiticidbn es igus

i

& le otserveda en la figuraz V-13, tor otro l=do

esto confirme gue hey un entrecrusemiento entre

¢os grujos -SH gue esten exruestos en le obscuri-
¢adéd y BERN es gulern se pege en ellos, Ve que cuen
do se tlozuesr estos yve& rno se puede peosr sFLN y
erntonces ye no s cepe: de irhitir & lz Vonte de
rrotores, lo gue entonces zire la posibilided de
que EBKEM es un compuesto ruy especifico yrere le
torba de _rotones y entonces con le syuvdsz e HENN

€€ puede treter de locsliver en gve jerte de ls
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membrana se haya losclizeda la btomta de protones,
finslmente es interessnte otservar que EM sigue con
servando su cinética de inhitacidn en la borba de -
protones jero este compuecto se ume & dog€ gru:os
-3H sue se expornen unicanente on 1z luz,.

rototosiorileciébn

Coro yucde olgervarse ¢n lg tiure V-1 RN —-
cornserva su misme cainéticz de irhitacaion zue en los
cesos enteriores, c&so curicso s el 1l,e-DeH ve que
gste compu sto ehorez no inhkite 1.:ds, Lo gulere de--

cir entorices gue 81 esté cctuendo ¢ navel de L

O]
i
i

Alkese o tambien pudilere signiiicar gue este compues
torecesita de gruyes -oH 2ue oo exrongErn en lg lug -
Fere cue juede :clusr en lg c-deng rénsrorisdorsg -
de electrones } €8 por €S0 QUE &7u1 O Lulsirs eiec
to, Iero con los destos aque =e ticnen no puede ger -
zclerado, lere el cese de 1,4-Drk ¢s amporiente -
Lecer noter gue asuwil he cemiiode le cainétice de an-
ribicion lo gue sugiere gue zdemés de zciuer en la

trensrporte

o N

ore de electrones como y& sce des-—
cririd, tembiern intersccione con la LUIGSe y en €S-
te csso ectia ern diferenties lu, rres, o tien es posi

tle gue como ehora yeg no hey ¢ru:og cor log cusles

ruede enclerse, entonces &atece & laz LTIasa, Cuendo
se enzlize le cinétice de inhiticiédr de EN shors se

-

ve que ha desap inhivicidn
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una cinética de inhicicidn constante, lo que rios -
indica de que se une & dos grupos -SH que solarcn-—
te se exyronen en la luz y entes se unfa a uno 6xX—-—

ruesto en la luz ; otro exrucsto en lz obscurided

e
o+

0 & lo nejor & Cos ex.uc

. Yo a ) ongpers R - ..
¢ Gr s olscurid=d -ue

a

ro cran responsasables de lg sintesis de ATF yero -

com habis entrecruz&nierto sntonces se impedfz el

litre mwoviriento de tgs wulinidedes de 1z woléeou-
la de CF.. Finalmente cusndo se ve lez inhiticién
de EEMK se ve cue hey unz irhiticidn menor de la

otservads enteriormente rero con l=2 risma tenden-
cie lo gue¢ entornces indice yue hey un efecto suing
do de innipicidn de Zc Yombs Ge :reotenes y otro -
de inhibicidn Ge le £TIces, sin ous ror este cste
comruesto ceje Gce ser Util como j:re ser ussdo ra

re loczlizer & lg Yonbes de protores en lz rmeptrae-

ne.
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Lhora gue yag c gue ¢st0S compues

terfer una 2ceidn directe o indirects solre CFI ~
1o oue nos feltet: seber cs i £'1l0g gcetuszhen so-
tre lz subuniced cetzlivice o no, lo cirl ne »udo

sater el ircubar tilascoides corn estos comruestos
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EFECTO DE B_M EN LA BOMBA DE PROTONES

CONDICIONES DE

TRATAMIENTO AP g

LWz 100,00

WZ + BN gl.8 + 9,90
WZ + BM + P 77,19 £ 9,90 -
Wz + BM + Pr + AP 305,19 + 17,30
.LUZ + BM + AP 9.4 +16,30
Wz + BM + AP 91,1 + 17,60
Wz + BM + ATP + P %3 + 6,70
?ZEES?E..“ X 2 " minuto con 0.1 mM de 13 M en medio de

33
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EFECTO DE B M EN LA FOTOFOSFORILACION

a
' odw

CONDICIONES DE
TRATAMIENTO |

SINTESIS DE

AP 4

Lz 100,00

Wz + BM 78,20 £ 10,40
WZ + BM + Py 71,50 & 25,40
WZ + BM + P1+ AP 79,50 £ 4,90
WZ + BM + ADP 83,10 ¢ 13,90
Wz + BN + AP 85,10 £ 20,00
Wz + BM + AP + P

102,60 £ 7,10

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

" 'n
)

7 , .
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EFECIO DE BEM EN LA FOTORFOSFORILACION

CONDICIONES DE

SINTESIS DE-

TRATAMIENTO AP 4

Lz 100,00

WZ + BEM 6,20 £ 13.00
UZ + BEN + P 84,00 + 21,90
WZ + BEM + P + ADP 95,00 + 12,12
WZ + BEM + AP 97,00 £ 21,00 .
WZ + BEM + AP 103,60 20,40
WZ + BEM + NP + P 115,81 + 13,85

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

resuspension sin B 5§ A

L]
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t
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EFECTO DE B E Il EN LA BOYRA DE PROTONES

CONDICIONES DE

TRATAMIENTO AP g

Luz 100,00

WZ + BEMN 92.50 = 8,20

LWZ + BEM + Py - 101,55 + 23,00

LUZ + BEM + Pr + ADP 96,32 + 13,70

LZ + BEM + ADP 103,20 £ 3,34 ',
LiZ + BEM + AIP 105,18 £ 16,50

Wz + BEMN + AP + Py 99.57 + 8,30

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

nJ 3]
-
» 1
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EFECTO DE L 8 M M EN LA BOMBA DE PROTONES

RsIo N

LUZ 100,00

WZ + EBNM 80,55 + 9,49
Wz + EBMM + P 83,35 + 10,40
WZ + EBMMN +P1 + ADP 99,69 + 10,60
WZ + EBMM + ADP 108.64.«52u.12"
WZ + EBMM + AP 95,0 £ 1271
Wz + EBMM + AP + P 91,58 * 13.8

Marcaje con luz por 1 minuto con 0.l nMde EB MM en medio de
resuspension sin B3 8 A :

(LAY
y 'y i .
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EFECTO DE EB MM EN LA FOIOFUSFORILACION

o SIS DE
LUZ 100,00

WZ + EBMM 40,72 £ 22,20
WL < EBHK + P 55,66 * 19,52
Wz + EBMN + Pr + ADP 46, B + 32,80
Lz + EBMN + ADP 94,0 £ 27,04
Wz + EBNMM + AP 105,36 * 12,10
WZ + EBMM + ATP + P 130115 + 39,52

Marcaje con luz por 1 minuto con 0.1 mMde EB MM en medio de
resuspension sin B S A

..hl
v
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EFECTO DE 1,4 - D 1P EN LA BOYBA DE PROTONES

e, NE

LUz 100,00

WZ + Lu4--DNB 87,9 £ 12,34
WZ + L4-DMB + Py . 87.61 12,05
WZ + L4-DMB + P+ ADP | 91,15 + 16,99
Wz + LY-DMB + ADP T
WZ + Lu-DHME + AP 5.8+ 7,75
LUz

+ L4-DM- + AP + Pi 117,72 £ 16,6

Marcaje en la luz por 1 minuto con 0.1 nM de 1,4 =DM on mxiio de

resuspension sin B S A

4 .
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EFECTO DE 1,4 - DM. B EN LA FOTOFOSFORILACION

CONDICIONES DE
TRATAMIENTO'

SINTESIS DE

.- -

AP %

LUZ 100,00

Wz + L4-DMA 52,5 + 29,28

Wz + La-DMmpg + P 70,39 + 27.12

WZ + L4-DKB + P+ NP 105,89 15,72

Wz + L4-DMB + AP .6 21202,
Wz + L4-DMB + AP 69,21 + 21,86

WZ + LU-DMB + AP + Pi 88,42 + 10,33

Marcaje en la luz por 1 minuto con 0.1 M de 1,4 - DM D en nedio de

resuspension sin B & A

el
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FFECIO DE 1.6 - D M H EN LA BOVBA Dt PROTONES

CONDICIONES DE

TRATAMIENTO VA

LUZ | 100,00

Wz + L,6-DMH 107,00 £ 11.84
Wz + 1L,6-DMH + P 107,11 = 1.47 -
Wz + L6-DMH + Pr + AP 91,63 £ 20,00
Wz + 1L,6-DMH + AP 108,25 £ 7,14
WZ + L6-DHH + AP B e 58
Wz + L6-DMH + AP + Pi 96.38 £ 5,95

Marcaje en la luz por 1 minuto con 0.lnMde 1,6 ~-DMH en - iode
resuspension sin B S A

e "
a Y '

e
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FFECTODE 1.6 ~DMH EN LA FOTOFOSFORILACION

CoNDICIONES DE .~ e

SINTESIS DE .
TRATAMIENTO ATP 7
iz 100,00
WZ + 1,6=DMH o9+ 4,2
Wz + 1,6-DMH +Pr 86.64 £ 11,78 -
WZ + L6-DMH +Pr + AP 112,67 + 6.02
WZ + L6-DMH + AP 100,00 £ 15,00
Wz + 1,6-DMH + ATP ©.72l +11.5
UZ + L6-DMH + AP + Pi 714,10 + 15,45

‘Marcaje en la luz por un minuto con 0.1 mM de 1,6 - D M Ui en medio de

resuspension si;gn,p‘ S A
Ny

e




Como puede verse en las tLablzg V-1 y V-2 el efec .

to de BM precticamente no se ve efectado por la acciébn
de los nucleotidos 2l iguel gue pira el ceso de FEK -
que ve nuszstreg en log tables V-3 y V-4, TErO 1 -
el ceso de BELN se ve que bLzy nne revercidn j-orelel -
de su efecto tento en ronle como en :otofosforilecidn
lo que jpuede indicer ~ue evic compucete estd pegendo
en el sizio cetalitico de le¢ enrime, lo cuel explica

bPorgue se revierte su efecto en le fotofosforilecibn

y temblier es rosivle gue se este unisndo & 2lgmes su-

(e}

tunidad cue regule ¢l Tlujo de jrotones y esto expli-

carfs el jorgue de l& revereidn de lz vonbs 4

®

proto-
nes, er. el ceso de 1,4-LHE tantien se ve une rever-
€idn perciel cde su etecte, lo gue nos confirmse -ue si
zctdes sotre CFI Y gue protebvlem=snte su ezccidn scz so-

bre le subunided catalitice. Finzlmente en 1,6-DMH ¢

no se otserve ningun camtio, i
‘ 5
N R . [
De lo enteriormente expuesto, se juede cocluir -~ CS

gue le¢s mzleimides bifuncicnsles gue poseen ung 4is—-
tancie entre grupo resctive y grupo reactivo cue se -

helle en el intervslo de logs F.82 L ¢ io0s €.2 L son ——

-

rrobeblemente cepeces de ernirecrurcr & lg suvunidzd - 1
i
cetelditice de CFI Y otreg suturid-d sue se hslle & una ‘

=2
ey
m
ct
o

=nela sproximeda de 8.5 4, Tero tembien es posi

rl

®

ovservaer que eztz distencie no es ¥Ynice yz gue EY

cue tiene 5.5 4 tambtien irnhite lzg sintesis de LtP, lo
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lucrados en la fotcfosforilacidn que ademfés se cen-
cuentran a diferentes distzncias entre sf. Lo uni
co que entonces gueda saber es cuzl o cusles son las
sutunidedes invelucrsdas en cate proceso, lo cusl so
lo se podré zszber por medio de Js electroloresis de

Jas diferentes subunidedes que fueron entrecrurzades

t

ento con meleimidas friss como s#hora hoceciendo uso -

joh

e megleimicdées rediosciives, yYero como 90 1o ©S pPIr-

.

te del objetive de e@ste tresltejo molo me corresponde
dejsr este rosibilidad ebviertes, =zs{ como la pesinili
d=zd de locelizer & la bomte de protones con syuds de
estos rezctivos de enirecruramiento, lo cuel espero

-

gue pronto feg recliszdo ,




lucrados en la fotcfosforilacidn que ademéds se on-
cuentran a diferentes distancias.ontre si, Lo ni
co gue entonces gueda saber es cual o cuasles son las
sutunidsdes involucradas en este rroceso, lo cusl =g

lo se jpodré =zber por medio de lz cleciroforesis de

3

las diferentes sulunidades oue fueron entrecrurzdus
tento con meleimidas friss como sfhora hieciendo uso -
de mzleimides redicaciives, pero como ¢80 nNo es par—
te del objetive de este trsbejo sclo me corresponde

dejsr esta posibilidad evierte, =s{ como lz posibili
dzd de locelizer & la bvombe de rrotores con syude de
estos rezctiveos de enirecruramiento, lo cuval esrero

-

gue pronto cea reclisncdo
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