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R E S U M E, N 

En los tUltimos aios, el interes por conocre el 

r ecsnisn.o de la sirte is de A'PF va sea en c ; oi orles 

tos corno en nitocondric:s, ha sido el centro de aten 

ción de las personas :sue se d;dic; n a la bioenergé-

tice o a la biofísica y aun no ha sido posible dilu 

cides cual es este, muchos son los r,;ótodos que han 

sido empleados en esta e_cesionsnte tarea, pero uno 

de los n:Gs ir,T.e e ,.:r;tes es e! cr."trecru: rni.cnt,o de - 

proteínas de mc-ir,  r•; nc 	síeorio ce + .s 	;'c•ur:idcdes de 

las ATFesE.s, este rnCtoóo se r. sa en poner e l uncio-

nar a le ATFesa en presencia de cienos reactivos y 

se o'rtiene corno cconaecuer.cir un ; iac:ueo paread o -

tctel de le =ct•ividad de irs zr•oteínes involucradas 

en este p2 oceso, entonces re :at.uciia cual o cueles 

son los D1r•ocesos et• ectccios co:i;o consecuencia del --

entrecruse.!.niFr.to cue ce originó y entonces es r.osi-

ble dilucidar le función cie las proteínas de membra 

na así corno Fod-r decir cual o cuales subunidades —

de la ATl'Gse estar: involucradas s y entonces poder te 

ner un panorama ma de los acontecimientos moleculares 

de la sintc.si.s de ATI, en el presente  trabe. jo, se 

emplearon I-derive áos bifur,cionales de r:aleirr,ida 

corno reectivos de entrecl urcrf ipnto entre grupos -SH 

de las diferentes proteínas, y er, be-se a su capad-

dad de inhibición de les diferentes  funcior.es estu- 



II 

diadas, se puede saber que moléculas son las que

• 

 

participan en este por den..es interesante proceso 

y al mismo ticir.po se puede saber si actúan o no 

otras proten s cae ia.er:l.r¥.n c.r_ lc: s;i.tesi.s de 

ATP, así coito seer que d:i t¥ recia eciste entre — 

• los grupos —SH de las proteínas involucradas en 

estos procesos, ya que estos :\-C i vado de f?:£.- 
a 

leiiica que se emplee ror. tienen la caracteristi.ca 



AEHEVIATUisAS USADAS EN ESTE TRABAJO 

1 

ADP - - - - - - - - - - 	- - - - Adenosin di.fosfa.to  
ATP - - - - - - - - - - - - - - Adenosin Trifosfato 
BSA - - - - - - - - - - 	- 	- - - Al.l,ún:ina de suero 	bovino 
I'l --- - - - - - - - - - 	- 	- 	- - 	B,is 	rnaleirnida 

LEM - - - - - - - - - - 	- 	- 	- - 	Bis 	etilenrn 	lf.jtnicia 
CFI - - - - - - - - - - - - - - Factor de acoplamiento I 

para la fotofosforilación 
• en c1.ororlstos 

DTNEP -- - - - - - - - - 	- 	- 	- - Dit iobis-E--etilrnaleimi.da 
1,4-Dh!B - - - - - -- - - - - - - l,4f-Diinaieimidobutano 

1, 6-DI+H - - - - - - - - 	- 	- 	- - 1, 6-Diriale9.inidohexano 
EDTÁ-- -- - - - - - - - 	- - - - Acido 	etilendianiinotet.raacé- 

tico 

EF5 y u 	-- - - - - - - - - - - Fases 	exorI.asnicas 	( 	s y u 	) 
aue se observan al microsco- 
pio 	electrónico por la 	té.cni 
cr 	de 	criof1 ter, gura. 

Fd - - - -- - _ - - - - - - - - F errecioxina 
MM - - - -- - - - - - - 	- 	- 	- - Mal.eirr,ida met 	lol 
hiV -- - - - - - - - - - - - - - i;etil violo€eno 
IvADP 	(EADPH) - - - - - - - - - I¥i cotín adenín d inucle6ti do 

oxidado 	(reducido). 
hENI - - - - - - - - - - 	- 	- 	- - N-etilma1eirr,ida 
PS I ( 	1I ) - - - - - - - - - - Fotosistema 1 	( 	II 	) 
p680 - - 	-- - - - 	- - Pigmento clorofil.ieno que - 

bsorbe a 680 nm 
P ----- - - - - - - - - - - - - - FiF¥rnento clorofiliano que 

at s, rt:e a 00 nm 
FC_ - .- - - - - - - - - 	- 	- 	- 	- 	1P1 n.stoei ariina 

PF S y u 	- - - - - - - - - - Fa: es 	irers s 	en la mitad 
interior- de la membrana del 
tilacoide observadas por la 
t,&cni 	ca de e , i of ractura 

• 1 



2 
i - - - - - - - - - - - - - 	Fosfato inorgánico 

PQ -- - - - - - - - - - - - - 	Piastoquinona 
TPP 	- - - - - - - - - - - - - Glicoltiamina pirofosfato 

1 

1' 
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I N T r o D U c c 1 0 N 

Fotosíntesis; enlace entre dos mundos. 	Quizá 

sea esta la canica manera de descritir r. este naravi 

lioso proceso }por medio del cual ei mundo de lo ina 

nimado cobra vida. 	Irivilegio de las plantas ver- 

des que solo es comper i ido por clr-.unas bacterias y 

alEas, la fotosíntesis hace acto de presencia cada- -_- 
	t 

día en el momento en que los rasos del sol iluminan 

el grsr, e infinitamente variado inundo verde que sos 

tiene la vida del rlanete Tierra, 

lero a },esar de nue el fenómeno de fotosír:te--

sis ha mantenido con vida: a la Tierra desde sus rimds 

remotos origenes, fue hasta que J E. Van J-ielrs:ont - --

( 1511 - 1644 ) con su experin,ennto con el sauce, 

llegara a su celebre conclusión, de la cual deseo -

hacer memoria "Y así 75 kg de madera, corteza y - - 

raices fueron fo2.mEdas exclusívemente por :€ gis". 
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Si t!ien es cierto que su conclusión fue equivo-

cada, también es cierto que fue el primero en probar 

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

agua, y por lo tanto merece .11evar el credito de ser 

el fundador del estudio de la. fotosíntesis ( 1 ). - 

Años más tarde, Joseph 1riest.ley aparte de descubrir 

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

agotado por una bujía eta coin;.usi.ion, podía restaurar 

se mediante una ramita de menta en el peri6do de una 

semana, d.e modo que podía soportar neuvemente la --- 

comLusti.or: de la bujía, y llegó a 1.a conclusión de - 

que 185 !.'?amas desl,rencúirri oxí€eno, por un proceso-

que parecia ser inverso al de 1.a respiración de los 

animales, pero él nunca asoció E:;:te hecho e la pre--

serneia de la lu; . proceso que pocos artos ¿es., ues des 

cibrió Jan Ir. ershousz, quien ademés asoció por prime 

ra vez este fer:6n,er.o cínicamente a las plantas verdes 

de las plantas. 	Estos atudios se vie.'on refo:'i"a:-- 

dos con el descubrimiento de Jean Senebier ( 1742 -

1,09 ) quien en 1`j8l2 encontró que las 1.1at tes absor.-

ben CO2 de la a trno:: i era, y con los experimentos de - 

Nicbolas Saussure, quien en l¥O4 demostró experimen 

talmente que el agua también stal involucrad quí- 

m,icarnente en la nutrición vestal ( 2 ). 	En 1:145 - 

Rober iayer, 3 al os despeues de enunciar el princi--

pi o de la conservación de la r_r:ei c ia, á órrr;ulo la -- 

esencia del proceso fotosintético en los siguientes 

1 

1 

1 
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términos, "• las plantas son capaces de absorber ener 

gía pero no de crearla" 

Ai'íos despues en l8b0, Engelman descubre que los 

respor,sa.tles del desprGnrin.i.ento de 02  son unos cor-

pusculos que 5h02  l.l Iilé.i;!OS e10 op]aStos. 

	

De aquí en adelEnte el estudio ce la fotosinte-- 	s' 

sis se estancó. 	En este 1: er•i.odo privó la idea ea de - 

que el oxigeno producido en la fotosíntesis es debi-

do a la fotólisis del CO-, siendo su último defensor 

el genial bioquímico a lermmn Otto `'erburg, quien por 

otro lado en 1920 realizó el descubrimiento i undeinen 

tal de que el alga Clorella ¿;renoidiosa era capaz -

de desl..J•crider 02  con la re::ucción concomitante de --  

I03+  a NH4+  cuando no se eñedia CO. 	San embargo - 

comcmo el era, un dei'er:sor acerrino de la fotolisi.s del 

002 , interpretó la reducción fotosintética del ni--

trato corno el resultado neto de su reducción en la -

obscuridad por cartoi ic:ratos celulares, se., uida de -

la escisión en la luz del CO, resultante de Ecuereo 

con las siguientes ecuaciones: 

r03H + 2(H, O) -- ___ _. _--._- j NH3  + 2002 + H20 
luz 

2CO2 + 2H2O --- -___.._______-> 2(CH20) + 202  
clorofila 

luz 
IO H + H2O 	----- --- - - -3 NH. + 202  

clorofila 



términos, "" las plantas son capaces de absorber ener 

gía pero reo de crearla" 

Años despues en lút,0, Engeinan descubre que los 

respor.sa.rles del desi r (n ir,:iento de 0, son urjos cor-

pusculos que ah e llamamos c1 0 oplr stos. 

De aquí en adelante el estudio de la i'otosir.te- 

sis se estancó. 	En este ieriocio r,rivó la idea de - 

que el oxigeno producido en la fotosíntesis es debi-

do a la fotólisis del CO 3  siendo su último defensor 

el genial bioquímico a J.e!n=n Otto VGr turg, quien por 

otro lado en 1920 realizó el descutrimiento 1 undr':Ineri 

tal de que el alga Clorella  2  reno¡diosa era capaz - 

de desprender 02  con la reucción concomitante de -- 
G 

103+  a Ml4+  cuando no se a sdia. CO... 	Sin encargo - 

como el era un dei'ensor acerrimo de la fotolisis del 

002 , interpretó la reducción fotosintética del ni--

trato corno el result-.do  reto de su reducción en la - 

obscuridad Flor carboLidretos celulares, se uida de - 

la escisión en la luz del CO, resultante de a. cuero 

con las siguientes ecuaciones: 

I O3H + 	2(GH, O) 	--__.__• -..--- _- 	M}t J  + 2006 + H20 

luz 
2CO2  + 2H.O -___.___.----_--_) 2(CH2O) + 202  

clorofila 
i„" 
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Un avance vertiginoso en el esclarecimiento de la ti 

fotosíntesis ocurri6 en 1931, 	cuando Van Niel demos--  

tr6 .que la reacción básica de la fotosíntesis no era - 
la fotólisis del CO2 	, 	sino la 	fotólisis del agua que 

en las 	o3 rotas 	superiores res111ts .a 	en la 	fon:,aci6n de 

poder reductor y por consiguiente en la reducción foto 

sintética del CO, 	y la del N,, 	las cuales debían tener 
c 	 c 

lugar mrs tarde en otras reacciones que n;o dependían - 
de la luz, 	esto 	es, 	en reacciones obscuras. 	Las ideas 

expuestas en le hipótesis de Van Niel recibieron más -  

tarde un fuerte apoyo experimental cuando Hill en 1938 

obtuvo preparaciones de cioropiastos que catalizaban - 
en la 	luy la reducción de sales 	férricas y otros acep- 

tores 	de 	H2, 	de 	éc.ueircio 	con 	la 	siguiente 	ecuación 	, 
( 	hoy universelinente 	conocida corno reacción de Hil) 

ÍT 

111z 
A + H20 ------------------- AH,. + 

clorofila 

	

locos a?os más 'tarde Rlíben y Yemen demostraron - 	'. 

mediante el uso de isótopos que el oxígeno produci- 

do en la fotosíntesis provenía del agua. 	Así, el :-- 

a .gua que a partir de los experimentos de 	Van Helmont 

eor;:enz6 teniendo un pajel preponderante en la nutri- 

ción vegetal y que ¿iurante siglos quedó reducida a un 4  

papel secundario en la hidratación del CO,., 	finalmen- 

te ha vuelto a ser de 	Eran 	i.mj o:rta.ricia en todo el pro 

ceso fotosintético ( 22 ). 



En la fotosíntesis, tal y corro sucede en las 

dantas superioras, el CO2 es el aceptor final de 

los electrdr,es C.eneredos 1:or ley luz ;:bsori.ida, pe 

ro en la reacción de Hill, estos er.-n i.r.tc.-rc=pta--

dos por un aceptor arti f :ci4.1 ce e.l. ct: c;;. s v, por 

consiguiente, no 1.1.eFahan el 002 . 	Es en 1951 -- 

cuando tres t ruI_,os de i.rivesti re; dores ce;c.rren 

que 	el I 1)F'+ (corre t.itu en e oal ce los olor o-- 

plastos) podía suLstituir a los reactivos ertifi-

ciales de Hill corno aceptor electrónico. 	h:" s -- 

tercie, en 1954, D.1 ! rnon, I.B. A11¥4n y 

tley, d sctrb•rier-or. que clocar :tos r.isl=:cros en 

presencia de ADr y ri er.  r. capaces de sint:eti,.,ar 

L!'P, 31e nda a la coric ;.sibr. de oue la sintesis 

de íP era el t ec£ar.i smo l ri.r.c í.l al por raed io del 

cual se conserva la e¡ 	-.fa lur ir,osa i:úso v ds  

( 2 ), pero aun fr:1t .hs poder explicar el -; ¥ cEnis 

mo por el que el D? se iosforilaLa a expenses de 

le luz y de Pi (fotofos orilacián). 

Para explicar este friee ni r:o, exi.4t:f&r; dos - 

hipótesis: Le trirrere sugería 1..n scor`1.a:Iniennt.o :»)S 

mico entre la cadena transportadora de electrones 

y la sintesis de iTl- y la se ts ur,r.0 , sería un 

acoplarr:iento conforryr:.aciorc.1. 

En bese a esto, todos los investi€edores se 

dieron a la tarea de identificar al compuesto res 

1°arisar- le del acopiemic.r,to de la fotos íntes s, _ - 

7 
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hasta que alguien puso un alto en el camino, siendo 

el Dr Peter hiitchel.l quien en 1961 postuló la hipó— 

tesis de acoplamiento quimiosmóti.co. 	En esta hi-- 

pótesis no se postula la existencia de ninguna mr---

quinarir molecular en la que el flujo de enez :,a --

procedente de la luz o de alguna oxidación se acople 

a le síntesis de ATF, en su lugar el ppapél` crúc al 

lo desempeña una n c>r<<LrF¥na que separa las cos r•egio—

nAs del clororlasto ( 18 ). 

De acuerdo con la hil.6tesis de ii tchell se de—

duce que la generación, de una diferencia en el po--

terici2.l electroovírnico dentro del clon oi 1asto por —

a1 ún medio distinto de le i?uniinación resultaría —

en el establecimiento de un potencial capa,, de gene 

rar ATi-, lo que den:o_:tr ron Hind y Ja:gendorf en el 

ario de 1965. 	A íos más tarde, en 1969, V,illieins —

postula que los protones generados en la cadena re—

ñoa se depositan er, la fose l.i opp,roieSca ener ndo—

se proton,_s a.nhidros gracias a 1r. ox:i^Gción de los 

substratos y que dichos protones anhidros removeran 

-gua del ADP y l¡ en la regi¥n li.poproteica con la 

consiguiente fosrr:ar.ión de A`nl-. 

Cualquiera que sea el mecanismo de la f os.fori 

lación del ADP, constituye uno de los problemas rcrs 

interesantes y difíciles de resolver en nuestros —

tiempos y en este trabajo se inte..ritS contribuir un 

poco a su solución. 
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F 0 T 0 S 1 t T E S I S 

Consideren::os lo que es 1r fotosíntesis, ( en 

¥.5roces0 Ce er.er t la rada 'uee1' eom i rse1e ) , tan 

ilq:l.ort:,nte es, que hace crecer a les pl ntEs verdes. 

Este hecho oue fue descrito por In.nEenhousz, ' ien pu-

do haber sido la fuente de inspiración pare tuscnr - 

las claves ce la fotosíntesis er, las partes verdes de 

las plantas, las cuales al ser o: , evadas :-: s (.ieteni 

&aviente, r:ostraron que su 1 iÉ;r cntaci.án verde ( cloro 

fila ) no se ha11ela uniformemente distribuida cono 

podría pensarse a sin,l le viste, Eur: .r .s ii;t:eressnte 

fue el descubrimiento, el observar le c¥luls de la - 

planga de iue 1.r clorofila se hE.1 late confinada a _-

unos or&anelos llamados cloioplastos ( 10 ). 
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MORFOLOCIA DEL CL0i.01-LASTO 

Los cloioplastos poseen formas variadas, pero 

frecuentemente son estructuras elipsoidales que rni- 

den alrededor de 5 a 10 A . 	El o.rrcnelo está ca -- 

r'ecteri ..a-do por una (?r!ti'O1 i;ura cue consiste en un_a - 

doble membrana que delimita al cstr cree del c] oi opJas 

to y actua como una barrera que es per.rrae::.b.le al ci- 

toplasma y rol estroma. 	La membrana del clor•oplas- 

to este fo, orada por multiples vesiculas aplanadas - 

en for:!a de discos ?.1<rrrudss tilacoides, cada: apila- 

miento recibe el nombre de erina, 	Los Frene estan 

interconectados por el sistema interlamelar, el con 

junto gr na-lamela se encuentra en el est!orna y en 

este último se encuentran t:-rrbien las enzimas del -

ciclo de Calvin, ácido desoxirrihonicleico (DIGA), - 

granos de almidón, &rasa y ri zasorr:as. 	El sistema 

lamelar de la membrana interna puede ser liberado -

del estroma el romper la membrana externa y así pue 

den obtenerse por centrifugr:ción diferencial cloro-

pl.estos de clase II (fig II-I). 

Los arana conti.erler, tofos los pigmentos foto - 

sintéticos del c.lorop.lasto y trrc;Y.ien les enzimas --

necesarias para las reacciones prim,rias dependien- 

tes de la luz. 	El sitio donde se e.r,cu rtr an los - 

sistemas destinados a la captación de la luz, son - 

las membranas de los ti.lecoides. 
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C1OF)PLASTO NOL PUSTMM LA DISFOSICION DE LOS T1LICO1E€S Y LOS GRANA 

'\..\ 

7z 	 -' 
•. -.-.-. ' - 	 -. -. .., 	 .3 	. 	\. • 
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Fi 

UJPLASTO DE CLASE JI SIN t1TN3RNA EXTERNA 

1..........................................................

!1G:.1 
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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 prent:a n, con- 

testar es¿com.o se verifica la fotosintcsis?. 	Aun- 

que esto es casi el equivalente a pregur,ter como se 

originó la vida, y cono es de esperarse aun no se -

ha contestado corncletarrier:te, j ero sí se conoce una 

serie de eventos secuenciados que se llevan a cabo 

durante el proceso fotosintético y es de ellos de - 

los que vamos a hablar. 

En primer lugar se sabe que la fotosíntesis --

consta de dos fases fundamentales una luminosa y -- 

• una obscura (fig II-2). 

Las primeras en llevarse e cabo son las reaccio 

nes luminosas y posteriormente se llevan e cabo las 

rea' clones obscuras, que constan fundamentalmente - 

de una serie de reacciones en las que el CO se trans 

forma en carbohidratos o en otros compuesto or ni 

• cos. 

rezo para aue ::e lleve e cabo este proceso es 

indispensable que la planta tenga una cantidad su-- 

f.'iciente de CO2. 	En el „par o en los 1a ros y nos, 

el 002  necesario para la fotosíntesis, se torra de - 

las sales corso el bicarbonato o carbonato disueltas 

en el aedio que taña a las plantes. 	Las plantas 

terrestres, han de obtener su dióxido de carVono de 
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REACCION LUMINOSA 
Oz 

H2p 	2 H 

NADP® — 	 > 2 NADPH 

ADP  + 3 P, — 	--> 3 ATP + 3 H20 

FIGURA i1-2 	reacciones luminos y obscura de la 
fotosíntesis 

la atm.osfera, lo cual hacen a traves de peque?os - 

orificios en la epidemia de la llojc llamados esto-

mas, estos orificios permiten no solamente la entra 

da de CO., sino tamI.—ien la salida de vapor de r_ -ua 

desde las paredes celulares hi5n;edas del exterior de 

la hoja. 

En las plantas terrestres que consumen CO2 du-

rante la fotosíntesis, debe haber una diferencia en 

la concentración de 002  entre la atr:os "era que rodea 

a la planta y el lugar de reacción del cloroplasto- 

de la célula foliar. 	El dióxido de c r1 oreo entra 

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

to se mueve de una ona úe mayor concentración - -- 

hac:i.a otra de menor concentración. 	Desde el exte- 

' 	! i.or, el CO2  va difundir en una falle gaseosa y con - 

L 
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ayuda de los estomas, pasa a traves de los espacios 

intercelulares de la hoja y l.ue¥o en una fase acuo-

sa a traves de las 'paredes celulares y en el finte--

rior de las células hasta llegar al. cloroplr:sto, --

en forma de b carbonato, casi' es manten ten do con la_ 

ayuda de la anhidrasa carbónica, debido a que las -

paredes celulares son hlarrecir s, el aire inmediatemen 

te adyacente a ellas en los espacios intercelulares 

estará practicamerite saturado de vapor de agua a la 

temperatura de la hoja y como bajo eral todas las -

condiciones ambientales la ter.;rerrat:xra externa de -

la hoja mantendrilel aire en condiciones no saturan-

tes en el exterior, entonces el agua difundir: ha--

cia afuera desde 1E•s células a - rayes de los eepa•-- 

clos intercelulares de le hoja y atrevezendo la su-

perficie foliar saldrá a la atmosfera ( 47 ) . 

Una vez que el CO2 ha llegado, es incorporado 

el ciclo fotosintético de reducción del CO., este - 

ciclo está constituido por una serie de reacciones 

que reciben el nombre de ciclo de Calvin (llamado - 

así en honor de yelvin Calvin), quien fue el prime-

ro en describir completamente este ciclo, que coris-

ta de los siguientes pasos ( 37 ). 

1.- Carboxilaci.6n de le ribu1.ose J , 5-difosfeto (LuDP). 

2.- Reducción de 1GA por NADPH2 + ATP o reducción - 

directa de un intermediario de c:rYoxi.l.aeián pa 

re un transportados de electrones di tilo cae - 
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la ferredoxina simbolizado por E'(Fe-SH)2  

3.- Isomerización del gliceraldéhido-3-fosfato en 

dihidroxiecetona fosfato. 

4.- Cnodensaci.óñi de triosas-fosfhto en fructosa --

1,6-difosfato . 

5.- Defosfor•ilación de fructosa-l,6-difosfato en 

-fructosa-E-fosfato 

6.- Trarscetoli2:ci6n, equilibrio entre la fructo-

sa-6-fosfato, el eliceraidehi.do-3-fosfato, la 

xi.lulosa-5-fosfato y la eritrosa-4-fosfato. 

7.- Tx•z.nscetoli: ación, equilibrio entre la f ructo-

sa-b-fosfato, la J icol.tir rr:ins pi ofosfato (`I'PP) 

y la eritrosa-4-fosfato. 

8.- Tran cetol-*L eción formación de sedoheptulosa-

1,7-di.fosfato por condensación de dihidroxiace 

lona fosfato y la eritrosa-4-fosfato. 

9.- Defosforileción de sedoheptu..losa-l,7-difosfato 

a sedoheptul.osa-7-fosfato. 

10.-Transcetoli2ación, equilibrio entre g.licolil-

TPP, sedoheptul.osa-7_ fosfato y ritosa-5-fosfa 

to. 

11.--Fpimerizacián de xi.lulo:sn-5-fosfato y ribulosa 

5-fosfato • 

12.-Tsomerizaciórs entre ribo a-5-fosfato y ribulo 

sa-5-fosfato. 
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13.- Fosforilaci6n de ribulosa-5-fosfato para dar 

ribulosa¥¥.,5-difosfato. 

14.- Equilibrio entre la glicolil-'T'PP y un trans-

portador de glicol del tipo del cido lipoico. 

• 15.- Oxidorreducci6n condensando el acetilfosfato a 

los lípidos ( ? ). 	Las relaciones entre el - 

radical glicoli.l y el ácido glicólico son su-- 

• puestas ( fig 1:I-3 ). 

lucsto que este tr,-sba jo se halla encaminado al 

estudio de 1.as reacciones luminosas de la fotosinte 

sis, daremos por suficiente este pequeño resumen de 

la fase obscura de la fotosíntesis y concentraremos 

nues`ra atención en el estudio de le fase luminosa. 

Ante todo estudiaremos e la membrana fotosi.nté 

tica, ya que es en ella en donde se llevan a cabo --

las reacciones luminosas. 

El modelo tris satisfactorio para descrit ir a - 

las membranas biológicas es el modelo del mosaico -

fluído propuesto por Singer y G L Nicolson en 19'72. 

En este modelo se postula que los fosfolípidos 

de las iiierr..i.ranas se hallan ordenados en bicapas --- 

formando una matriz en la cual les moléculas lipídi 

cas tienen un movimiento individual .lateral, lo que 

da a esta bicapa fluidéz y flexirilidad, ademGs de 

une resistencia eléctrica elevada y de relativa -- 

impermeabilidad. 



Asimismo señala que las proteínas pueden estar 

parcial o totalmente embebidos en la membrana y que 

son globulares, lo cual explica el alto contenido - 

de 	helice. 

El grado con que una raroteir,r enerra en el - 

interior de una fase lipídica, estará determinado -

por la secuencia ernir.oaci.da de la proteína y la lo-

calización sobre su superficie por los grupos R no 

polares de los alliinod'.cidos. 	De esta manera las -- 

proteínas de la membrana, formarían una estructura 

de tipo c.:ost.ico no c:st tico, lo que permite que las 

proteínas pued r: diful,ciirse en dos cii►ren¥ iones (22). 

Un hecho surtiarneI" te imr},o:•trrite es cue existe: --

una asimetría absoluta de las rr teíras y los cárbo 

hidratos que forman parte de las membranas. 	L-s - 

Iren;t,z,anas son,por otro lacio es ructur4s vectoriales 

es decir que sus componentes catan asimétricamente 
..1t if .p,.9: ¥, ,¥ Pf .-¥ 1 ¥.. '-. li:J 	/ y¥,'lr4i 6 	-" i - `t•¥:'.. entre las dos superficies, 	lo que da - 

una base molecular para la asimetría. íunc oral que 

explica les direcciones de ? os transportes vectoria 

les o reacciones que se llevan a czAo en las membra 

nas y esto da como consecuencia que dichas reaccio- 

nes ter.<<,er, ciii-ecci6r, y teI::j ore l iri :d. 	F1 sit_.nifica 

do funci.:in l de la s'r:etrif.r:;end rrn: l aunque aun no 

ha sido ;Xp? i.c-.do set.ii.:ctorlamente, sugiere que 

la e.sí.I.:c-tría lipídica junto con le de los grupos -- 

Polares y le de los aI.I.no ciclos da Corlo re;'U.l.te:'do -- 
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regiones de fluidez diferente, para las dos monoca-

paz y que por consiguiente haya dirección en las --

reacciones en las que está involucrada la membrana 

( 40 ) • 

Jara el caso de la rnemk•r: na fotosintética, se 

han encontrado partículas de varios tipos, que son 

visibles en las membranas fotosintéticas cuando es-

tas sor, expuestas a la técnica de criofractura; el 

curso de estas fracturas puede comen<ai desde la --

mitad de una membrana hesi otra adyacente  y se han 

encontrado cuatro diferentes tipos de fracturas 	- 

EF que desiC-nan a las fases exoplt smicas y F , que 

designan e las fases inmersa ( s y u ) s e ixn• su dis 

posiciár 	Jara t oler exp1 7cEs. estas 4 ff:ses de - 

fractura, podemos descri ir en la nier7,r? r:nr_ esgquen.¥ti. 

cemente ( fig II-4 ) 

Las partículas F_x r'.::es E. F 	es tan inn;er'ses - Fs 

en la mitad inferior de la r.,e,,r 1 r¥ na del t il -coide 

y aden s comprenden el 11mite de oi a erb? una ad- 

yacente. 	Don:3e as dos rr.err:'tr¥ nas se encuentran - 

en contacto, se perrr.i te •;ue las partículas grandes 

se reduzcan tanto en di►ncrn5ion como en ntímero. 	- 

La exposi{ An de una fase desig-n¥ coa como EFu , don 

de la fractura divide le parte mas del ¥.ada de le -

membrana adyacente, tiene una exposición de foses 

diferente. 	Notendose que a'¥uíla superficie expires 

ta es la que incide en la instad externa cae la em- 
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FIGUhA II-4 

iIEESEhTACIOI _:SQUEL:A'P1CA DE LAS FhrtC( I01\ES OrTEhI—

DAS I-OR EL 1='ETODO DE Cx10'rhACT'UhA EF t u y s ) RE--

E ENTAI LAS FASES EXCG-LASh 1CAS Y PI, ( u y s ) A 

LAS 	IFDO}-I,AS?¥ ICSS 

ASIh ETNIA DE LA E1i:1-r.A1 	DEL `I'ILACOIDE 

Los anr] is is de membrana oue se han obtenido con 

el estudio de las ff:ses obtenidas por la técnica de 

criofractura, han demostrado que las partículas que 

se encuentran en la mitad interna de la membrana del 

tilecoide, son comrletr mente diferentes a las par•tl— 

culis expuestas en la otra rr,ited. 	En otras pala— — 

bras, la membrana fotosir,tC- .i ca es asimétrica, 	--- 

entonces tiene difel elite poda, ;,tinto en su finte 

rí or corro er. su exterior y' s r 7'tjCUT Y..S 'rondes EFs 

L 
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y EFu, muestran las multiunitarias estructuras --

asociadas a PS II y algunas de las partículas PFs 

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

nes de los cornnonentes de la ced.-na transportadora 

de el.ectrónes se encuentran cercanos a CFT y proba 

blemente tan¥bi en formen pearte de L  partículas Pr 

( 	32 ) ( f ig 1I-5 ) . 

Durante la fase lurr,inosa, suceden una serie 

de reacciones en la membrena de los tilacoicies, don 

de se localiza la cadena trar.stortadora de electr6 

nes de I..0 a N DP+ estos eventos son: 

- Absorción de energía radiante 

- Transferencia de energía 

- Fot6i isis del ragua 

- Separación de cargas 

- Transporte de electr6nes 

- Evolución de oxígeno 

- Sintesis de ATF 

- r:educci6n del I I DP+ 

Embebidos en la membrana de los tilacoi.óes - 

se encuentran los pigmentos moleculares que inician 

el proceso de la fotosirtosis: 	Se distinguen tres 

princii..ales variedades de eloi of i la, r or pequeñas - 

diferencias en su estructura, estas so:. :; 	la clo- 

rofila "a" (que es la forma más abundante), la clo-

rofila 'lb" y la r.acterioclor•of'ile nue es cap ceter fs 

tica de las bacterias. 	iwnoue i . s c1 ozrof i las son 
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los pigmentos más importantes de las plantas, no son 

los únicos presentes ( 23 ), como tampoco son los --

tfnicos que partic il:an en la ubsorci6n de la lu?; se 

encuentran i os ca % otenoides (que son es tl uctitres que 

poseen ii I cs cadenas 	rocar'bonad'_s unidas por o— 

bles enlaces conjugados y un anillo de 6 tj:i-erncz os a 

cada lado, se conocen dos tipos fundamentales de ca 

rotenoides que son 1c so(y .pos 	car otr<,';os) . 	Otros 

pigmentos que participan en la fotosíntesis son las 

ficobilinas (característicos de las algas), que a su 

ve; se dividen en ficoe itI'OY.] 1 iris y 7 1coci-enobil.i—

na ( fig II-6 ) . 

Con los estudios de inducci6n de f'luor.cscencia 

en los ci nentos fot.osint6ticos. se  hable observado 

que el re diri ient o de l fluorescencia, siempre va-

riaba entre dos valores Iirri:e, lo que sugería  que 

la emision de fluorescencia se sucede en dos partes, 

a) una emision de rer:ciir^icr.to á.r:\verieble y b) una -

emision de rendimiento veri.scle en función del tiem 

po. 	Entonces se trato de explicar este fenómeno — 

por medio de lis siguientes hipótesis: 

1.— Hipótesis Del hendimiento Unico 

El cama 1 e jo 	? ote1'na -t: tr;eret;o este I¥arcialmen— 

ce ha ;jo la fo., mz no fluorescente y lijo una forma — 

f luoreseente. 

2.- Hipót,esic De Dos_er,dár."irr_t,os 
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El complejo proteína-pigmento esta cornpletamen-

te bajo una forma no fluorescente pS 1, mientras que - 

el estado de máximo rendimiento de seto se encuentra 

totalmente bajo una forma de endin:iento / 2 > 	l 

3.- Hipótesis Le la Do'r•le Emisión 

El complejo proteína-pigmento es completamente 

no fluorescente y admite r_ue la fracción invariable 

de la emisión de fluorescencia. tema un origen dife-

re nte.del de la porción variable y por consiguiente 

se Puede postular que el aparato cl orofilfano es he-

terogéneo. 

L¥Gs tarde los estudios de emisión de fluorescen 

cía polarisada, confirmaron que la hipótesis de la -

docle eu:isi6n era la ue podía explicar sin lugar a 

dudas los fenómenos fluorescentes de los pigmentos - 

fotosintéticos ( 20,21 ). 	En estudios posteriores 

en los que se iluminaba simultaneamente con dos ra-

yos monocromáticos, se observó que curanao se varia-

ba la longitud de onda del segundo rayo, algunos de 

los pigmentos accesorios eran exits:dos simultanea--

mente a la exitaei6r de la clorofila con luz del --

rojo lejano y la actividad fotosintética en esta o 

ria aumenta notablemente. 	mostos r -su1 i cos su ie-- 

r•en que l .s dos formas de cl or oi'7 la pueden estar --

implicadas en la fotosíntesis en dos condiciones es 

pecisles o sea aue pueden constituir pos foto.siste-

mas. 
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Poi -,or,veni.encia, fueron entonces separados es-

tos  dos fotosistemas que se denóminaron; Sistema ----

pigmentario I ( PS 1 ) que es un sistema de longitud 

de onda larga y sistema pi.g,mentario II ( i'S II ) que 

es un sistema de longitud de onda corta, : u r:ncia 

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

mas pigmenta ios poseen las siguientes caracteristi— 
i 

•  casi 

SISTEMA 1.IGI,:EI\TA:.10 I 

Los i ign;en:ntos comprendidos en T'S I, Arsor°:en - 

en la parte del espectro corr c: spondiente r_ 1 rojo le 

•  jaro e incluyen a la clorofila "a++ (forma que absor 

ce a 680 nm), así congo a F¥OG que es una forma cape 

cial de clorofila la cual tiene su 7=': ):a:: o de sisar- 
1 

ci6n a].rrededor de ? os 700 nm y los datos exile irren 

tales indican que .-s ur, dirmmei o de clorofila. 

La identificación de jste r.i :ner:,o co;:io ui7a 

forma especial de clorofila que se halla acor::pai;a-- 

da de una forma resistente aue el,sorbe a 430 res.. y — 

además de que cuando se extraen lcs trepare ciones — 

de P.¥ OG con acetona u otros solventes org ricos, -- 

unicamente se obtiene 11.  'f 1 l,s "a" + libas • 

CA!:ACTEfISTICAS Cr?l E l r:S DE 7=S II 

El sistema I i .erli,< ric designado corno PS II — 

un no ha sido Cien identificado, pero se sabe que 

tiene las siguientes cr:; cterístic¥ s: a) Los pig-- 

mento que absorben la luz,, tienen su 'rso!ci6n r':?}:l 



ma a longitudes de onda cortas, en este PS II se - 

encuentran incluidas las ficobilinas (en algas, no 

en plantas), la clorofila "b" y a.lf'unas formas de 

clorofila "a". 	b) 13 II se he.lia m&s intimr.rnc.nte 

asociado con el sistema de evolución de oeno. --

e) PS II se halla acoplado a ] S I por medio de los 

componentes del complejo intermediario de la cadé-

na transportadora de eleC'i•I'Úne's, cuyos estados red-

ox son afectadospor los dos sisteirss pienenterios. 

d) El sistema funcional completo con las enzimas -. 

asociadas e la evolución de o>-.I eno son mucho menos 

estables comparadas con PS I ( 46 ) 

Un avance muy importante en la investigación 

sobre la arouitectura el aparato fotosintético, - 

fue el descubrimiento de aue, el tratar culmic .rcien 

te o con ilizir,inaei.ón intensa une rnut.r rte bacteriana 

sin carotenoides, se destruye la mayoría de las --

bacterioclorofilas llamad s antenas, c,ue son nuími. 

cemente inactivas y quedan unicer,ente expuestos --

los sitios qufmi.camente activos, llamados centros 

de reacción, que se ha.12ar_ furcion 1.mer:te separa-- 

dos de l.a mayoría de los pigmentos entena.. 	Al --- 

conjunto de pipmer.tas ar4tena y el centro de reac-- 

ción se le da el nombre de unidad fotosintótics y 

aunque en las plantas superiores no se han podido 

aislar los centros de reacción, numerosas evoden--

c¡í7.-s experimentales favorecen la existricie de uní 
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dades fotosintéticas * en ellas. 

La unidad fotosintética consta de aproximada—  

mente 300 moléculas de clorofila, en las plantas — 

superiores así como en las algas, aue aparentemente 

es el minino :I!lt?I'O nec s 1'1.0 para poder tI^ spor- 

tar un electrón , esta unidad incluye a un volumen 

de pigmentos que van a reen;Fle par a los pigmentos 

entena de la ecol ecci ón de energía y un centro de 

reacción, que cuc-ndo la energía es atrapada y. uti— 

lizada va a promover las reacciones químicas — — — 

( fig 1I-7 ). 

BS0i C IUl DE LUZ 

Cuando un fotón es abso••vido por un torno o 

• molécula, este va a producir un cambio en la confi 

rJureci6n de la carga electrónica asociada con la — 

valencia o 2-ien con aiguno de los electrdnes cir-- 

eunvecinos el núcleo del átomo, pero esta nueva -- 

conformación tiene n s energía que la basal y en-- 

tonces se dice aue el gtomo o n:mol.ecula este exitado. 

La transición desde el estado basal hasta el estado 

exitado, ;puede tener lugar uni.camente bajo ciertas  

condiciones estaclecida:s por la rnecór. ca cuántica. 

Los etc-ctrónes pueden ocu.i:ar- unica y r_•specificemen 

te distintos estados de energía coi :,mida a partir 

de la absorción de un foton, esta energía debe ser 

combinada exactamente con la enei•, la de transición 

de tal manera que la energía del foton es ir,versq.;ren 
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te proporcional a su longitud de onda, tomando en 

cuenta queunicamente a ciertas longitudes de onda 

l:ueden ser absorbidos por un átomo o rrolecula ---

( 16,42 ) . 

Una ve; que la luz es a bsorb,i da, su energía 

es pasada hacia la cadena transportadora de elee-

trónes, la cual puede sor dividida en tres reaccio 

nes, I'S lI , complejo de intcrrnediarios de la cade 

na transportadora de el.ectrdnes, IS I, así como - 

un sistema de proteínas que van a llevar los elec 

trónes desde 3.5 I hasta el I¥A.DF+, 

Sistema De Froteínas Desde PS I H¥.sta 1¥ADFt 

Este sistema consta fundamentalmente de los sieui- 

entes car.:t or,entes 

a ferredoxina IDI- reñuctasa, esta enzima es una 

flavoproteina que contiene FAD+ en su molécula y 

cuya función es donar electrónes a ADIF+. 
b) Ferrecioxina, es una proteína sulfurada cuyo - -

potencial redox es de Eo = - 0.42 V y se ha demos-

tracio que reduce a una Erran variedad de aceptores 

de electrónes como son ferricianuro, ci.toc:r•omo c , 

etc, Pero su aceptor natural es la lerredoxina NADP+ 

reductasa. 

c) Su staneie reductora de la ferre„oxina o sulstan 

cia X, es una sustancia con un bajo potencial re-

dox (aproximadamente - 0.55 V) que se encuentra en 

tre I`S I 3+ la ferredoxina. 



32 

PS I 	.- Corno ya se ha mencionado es un sistema 

pigmentario cuyo núcleo de reacción es P700, que -

es una molécula especial de clorofila que es respon 

sable de la captación de los electrónes procedentes 

de PS II. 

C01 PLE:J0 DE 	 DE lA CAD-I'A Th. NSrOr-.TE:DORA 

DE 	El E CTitOI'ES 

a) Plastoci.ü.rlina .- Es una cuero-proteína que pasee 

dos átomos de cobre por molécula y cuyo potencial - 

redox es + 0.37 V, se encuentra en una es teouiome tría 

de una molécula de pl¥¥stocianina por cada 30C, molé- 

culas de clorofila. { 

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

tiene n potencial recio: de + 0.365 V y que se ha--

lla en una concentración aproximada de 0.25 % con — 

respecto a la clorofila. 

c) Ylastoouinona .- Este compuesto fue Descubierto 

en los cloroplastos aislo-dos por Lester Y Crene, y 	¡` 

se ha postulado que se encuentra entre PS I y la - 

plestocianina, se he localizado un sitio de ecopla 

miento entre la sintresis de ATP y la cadena trans- 

portadora de electr•6nes en este sitio ( acou.lan.ien 

to que ser 'discutido en detalle Iiifs adelante) • 

PS II 	.- El centro de reacción de este sistema 

pigmentario es P6S0y su principal funci6r es scep-  
} 

tar 	los electrones pz,ov ervier te= de Ja fotól iris - 

del agua y posteriozmente enviarlos el resto de la 
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cadena transportadora de electrónes ( 4,46 ) . 

Para que los electrónes puédaan fluir desde el 

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

energía del estado inicial, 7o cual se logra cuan 

do el primer foton es absorbido por el ¿omple jo en 

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

cie 	interna de le ,r,er,l,ra ne, la energía de exitación 

se co:r,unica repida,menie del complejo antena a la - 

molécula de P6¥0 (P substituye"pigmento" ) . 	En 

P680 la energía de l=. luz altera le distribución - 

de los electrónes en el -millo porfirjnico y permi 

te que un electrón pueda ser transferido. 	El - - 

electrón de 	es transferido aparentemente e un 

ecet;tor de electrónes sit.u= do en la superficie ex--

terna de la n:erribrana, inmediatamente despues de ser 

absorvido el. foton. 	El proceso se r•enite con la 

absorción de otro foton y las dos moléculas oxida 

des de 1~660 son reducidas por dos electrónes proce 

dentes del agua con Ia ayuda de una en: iras que con 

tiene manganeso. 	El átomo de oxígeno procedente 

de la molécula de 	ua se libera y sale afuera del 

cl oroplasto: los dos protones pasan e la solución 

en el interior cle la memrrrna interna. 	Los dos 

electrónes que atreviesen la membrana procedentes 

del P6`0 son captados en la superficie externa por 
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un transportador de hidrógeno qu es la plastoquino 

na ( PQ ), los dos electrónes con la ayuda de dos 

protones extraidos de la solución externa (los cua 

les'pentren por medio de una bomba de p.,otones), -

reducen la PQ e FQH_ que retorne a troves ce 1^ ir.ern c 

brana a la superficie interna y una vez allí la 

FQH6  libera los protones el interior y transfiere 

los electrones al citocrorno f. 

El sig lente transportador de elect.r•6:ies de 

la cadena que es la rlastociar_ina lleva los electr6 

nes al segundo sistema fotoquímicamente ectivo, en 

donde 	al exitarse por absorción de lu-, en el 

complejo antena provoca oue los el.ecti Enes sean de 

nuevo trasl ñados e la superfiele externa, donde - 

son captados por la sul-atancia reductora de la fe—

rredoxina ( FFS ), yendo de esta a la ferredoxi.na. 

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

este toma dos protones del medio externo formando 

FADH2  ( fig 1I-6 ) . 

Cuando se ha completado el paso de dos clec--

trónes por le cadena, tres protones hin quedado por 

fuera y cuatro har, tasado al interior ( 18 ) 

y1o1r.J DE 3_- oTOI\ES 

En ausencia de agentes fos,'ori ler tes, la luz 

induce la entrada de protones a cloroplastos, es-

ta entrada puede ser continua bario condiciones op 

timas de pH y es posi:le estat iecer un `'r :diente 
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hasta de cuatro unidades de phi. 	El número de pro 

tones que es tomado, es una función directa de la 

capacidad reguladora interna y el pH generado por 

esta entrada de protones desde e.1 exterior de la -

memi:rana del tilar•oide hasta e l interior así como 

los sitios de union de los protones desde la fase 

externa hasta le comprendida en el interior, fueron 

identificados' por flashes espect ofotométricos. 

Estudios con indicadores de pH, demostraron 

la existencia de dos sitios de entrada de protones 

en la parte exterior de la membrana y que catan - 

asociados con tino de los dos fotosisternas. 	Estos 

sitios fueron atribuidos a la reducción de la rlas 

tooui.nona Tor PS 11 y la reducción del aceptor ter 

minel de electrones por 1-S I, bajo la eYi tación - 

con pulsos de luz cortos y repetitivos se encontró 

que cada sitio actuaba por separado  y la este:7uio- 

rnetría para cada uno de estos sitios es: 1 B+/e-

para el sitio loca l isa.do en 1=S II y se hall.óuna - 

esteouiometría variable para el sitio final, esta 

variación depende de la naturaleza del aceptor --

qúe se encuentra en este sitio que es atribuido a 

kS 1, la esteouicmetrís hc_ 11.' r;2 para este sitio - 

es 	de 1 H+ /e cuando se usa 1 en i.1 v.io.l.6¥zeno, de 

0.0 H+- /e- p ra el fea r ici.ynur o 7ue no une la re 

ducción dé los protones a pH fisio16rico y para - 

el aceptor natural que es el N4DP+ es de 0.5 H+/e- 
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Esta estequiometría fue recientemente cambia—

da por Fowler quien comprobó una estequiometr{a de 

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

tor utilizado es el meti.l viol.6Eeno. 	En resumen, 

la bombe de protones en la n,en,Lr< na :;el c.l.oror.l.as— 

to transfiere protones a traves de la c,emhrana --

del tilacoide en cada uno de los sitios wenciona--

dos anteriormente ( fig 11-9 ). 

La entrada de estos protones ve a producir --

una diferencia de potencial, el curl estará influen 

ciado por la perrr.ea:%ii li dad de la membrana ana y la cons 

tinte áielóctrica de la misma. 

Ambas reacciones fo toquín,icas PS I y PS II --

estan ligadas a una ser e de pasos e.ie.c nicamer:te 

neutros y la transferencia de Protones mas electro 

nes en plastoquinena desde el exterior hasta el in 

tenor de la membrana del tilacoide ssí como la --

oxidación del agua y la plestohidrogtuinona respec—

tivamente por acarreadores que unen protones a las 

reacciones de reducción de tal forma que haya un — 

proton por electrón en cada uno de los sitios de — 

la membrana interna. 	La reducción de la p lacto-- 

auinone y el NADPi  inducida por la entraóa de pro—

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

va a generar el potencial eléctrico, si bien es --

cierto que la r4pida transferencia de electrones — 

es al final de cuentes ec,uiva:lente e la t:r I",slocr_ 
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cidn de protones por electrón a traces de la inernbra 

ria,. 

Este potencial electroquímico, induce un poten 

cial de membrana, el cual es un prmetro itil pa-

ra caracteri 'ar la iosihiJ idad de flcnerar LrabF. jO - 

dtil (si.ntesis de ATF) de la trarislocacióri de iones 

a traves de una rnGrnbrarla que separa dos fases acuo-

sas. 

El potencial electroquímico en un punto A de - 

una especie iónica, cua3.ouic-ra que sea, estará dado 

por 

= )J..'k + RT iri aK + ZkF 

Donde ak es la actividad jónica, ck es la con-

centración, k es le especie jónica, 41 el potencial 

eléctrico yfIk el potencial de memurana. 

Si se supone que: 

= JJk 	entonces 	= 0 

por tanto se puede escribir la ecuación de la 

siguiente manera: 

J1k = 2.3 PP log ( ak/ a1Xt ) + Z k F 

Que en el momento de haber un cmhio en/Jk 

6 )iJk quede expresada como : 

JJ... k = 2. 3 PP lo g (L ak ) + z k Y AY 

L 
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que para el caso ¡articular de los protones 	- - 

transportados se exrresa como: 

¥4H+ - 2 ,3 h'T 4PH + F ,  

,lEo im).y ima or,,ante rl r 's r.ec to es ?ue existe 

una d.eslocsliz,.ción del campo eléctrico producido 

(gracias a la trr.n, locaci6r: de lores) cuando l;ay - 

una ilur?<ina.ción continua, y se supone :,lie ocurre - 

porque hay i re r1pida :'.er.;a7 ación de carEa entre am 

bos fotosis,t.en„s, generando un divolo locoli<<:do -

a tra.vez d.e la mernlrr•a y posteriormente habría u-

na redistri :uci6n de iones en la rr,ern rana del tila 

coide entre las dos fases acuosas. 

laca poder r.ro'r:ar 1e existencia de este Doten 

cial de. memt;rane, se usaron técnicas de lectrocro 

mismo en c_lorac•lrstos (cambios de absorción dehi-- 

dos e la inducción artificial de loter,e¡, les e?.ec-

tronuímicos), hellanciose urca relación linear entre 

los cambios de ab: o7•ción electrocr6rrjcos y el vol-

taje Eener--do a tr•rve de 1a- membrana. 

,¿1 A ¥¥....r o .L3. `j' 	A Q 

Donde C 1. es la ex,,e:;:: i 6: ¡e los cambios de 

aLsol ci6r: electr•ocrórnica e 520 nrr, 	Q es el des-- 

p1 	7 rniento de carga por unidad de marea de 	mer:mlrc- 

ne y C es la capr.citancia Xor unidad de marea. 	Si 
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suponemos a la membrana como un c:pacitor sobre el 

que existen unicamente dos fotosistemss, en los que 

ocurre una translocación de dos car,,r.s elementales 

por unidad de cree de me: r,,na, entonces un:. r.r•o- 

xir.-,ación de este c 	,citer teori ,o :,,:n; r.n1 s 

¿ y - 2 e d/ (( E. A ) 

Donde e- es le crrge elemental, d es el espe-

sor de la cubierta diel.óctrica de le membrana, A es 

el urea de la membrana, C es le consi-,r-nte dieléc-

tri.ca y Ces un factor di:r¥ensional. 

Fosteriornente estudios de inducción e.lectros-

tdtice, terminaron de confirmar la existencia de es 

te • t'oterncial de membrana y mostraron que la asiere--

tria eléctrica enerade, oue::;e finslme-nte compensa- 

da icor el consiguiente depósito de iones alrrededor 

de los ti1_acoi des ( fip 1I-10 ) . 

Sin eir,'cra-ko aun liey g.rrnd: s pre'untas en rela— 

ción el potencial de membrana, oue aun reo h&n sido 

contestadas, siendo ?Es insis importantes: 

1.- La inc.or.sistercir de los protones er:er•ados por 

le bor:t a de protones con le estecui ore etr{a del 

urensporte de elec;r r:es. 

2.- El mecanismo de 1a c-s:trcr., de}.erite r¥pide transfe 

rencie de electrones -. trave¥. de le membrana,-

específicamente en cada centro de re=acción. 

3.- El r.: r.cenisma por medio del cual la 	s,,00uino- 
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na transloca hidr6geno a travez de la membrana. 

4.— La naturaleza química y estructural de la difu 

sion desde el exterior de la membrana y su re—

levencia para fosfoi•ilación o el trrns.loca-dor 

de protones , 	( 5,19,44 ). 

Una ot-servación muy importante fue hecha por 

h' E:v? or., quien heló una relación entre la

tud de los gracái.entes de pH  y la sintesis de ATP.. 

En un estado besal, el pH  ruede ser medido por la 

variación de diferentes psrcmet:ros, incluyendo la 

intensidad de la luz, la diri6n de varios inhibi 

dores de la cadena transportadora ce electrones,— 

así como la adición de desecoplantes. 	En todos 

los casos anteriores se raudo obre v!;,r aue no haría 

fosforilaciór: cuando los valores de ApH  eran meno—

res de 2 y se vela que a valores altos había una — 

dependencia de la ' osfori,leci6r., de la tre.ns7.oca.--

ción de protones r= ci-. el interior del tilacoide, 

y se observó que mientras mas grande era

mejor era la fosforil=:ción en los ti lacoi des, fe— 

nómeno que es explicado s: tisf actorier,ente por la 

hipótesis cuiruiosnót.i ca re tt:itcrel.1, ( 6 ). 

hI } ÜTj IS JE 1'1r LL 

Los sistemas de ATFs sa en nmitocondriss y do 

roa lastos, se tienen que encor,trE r ca ú:-1 i ;  dos x,or 

una 	reí cción ouimiosi. ót,ica en le oue los }pp rot ores 
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son trenslocados a trevez de la membrana acoplada 

estequiométricamente a la sintesis de ATP o en su 

defecto con su hidrólisis, entonces se sugirio que 

había un sistema de oxido-reducción z'or medio de - 

Un sistema de ci OCS"C?mos aus se hallaba o, _z.r7Í.S='C30 

enisotropicamente a troves de le membrana (fig -- 

TI-11 ) y entonces el coriml-ustible para 1.a c4iula 

son los protones ;,;.e pueden ser p:-oducidáos de un 

lado y consumidos por el otro, entonces la hipóte 

sis quimiosiriótica depende er:noó in.'. icamer,te del 

hecho de que hay una élstr i' uciár. E 	ot.r'ó ica en 

el sistema de P:'I'P esa. 

En la hipótesis ouimiosrr.óti.ca, el irimer pa- 

• so esencial es la conversión de la ener{-íe libre 

derivada del trer: t1orte electrónico en ur, pote 

cial osmótico. 	El segundo, re`tuiere un proceso 

completo de acoplamiento, si bu'r.i er este acopla 

miento a la sintesis de A'.PI✓ ti> el reto' no efectivo 

del flujo de c botones a través de le +ncrrirrr ne. -

1;rebs sugirio que el ATi podía ser sl.nteti ado - 

por un se ru.n .o sistema de 1,ren forte de (-''lectrones 

sin ember o ata sufres tión y el posible mecanismo 

de :corlo-:ierito de 1.- f -s ori_lr.clón no concuerde. 

con los sucesos que ocurren en le membrana. 
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Sistema De Hidro-Deshidratación Anisotrópico 

Unicarnente las reacciones de oxido-reducción - 

estan directamente acopladas a 	la transferencia de 

:iones 	o a la 	separación de H+ y OH 	en los 	sistemas. 

electrooulmicos, 	sin embargo 	en le 	idea de la 	trans 

Locación de grupo se postula oue debe existir un -- 

acarreador en:. ir.! 	tico 	ce :a i :ít.i co 	o 	en su 	defecto un  
• _ a 

conductor especifico de 	iones OH. 

El sistema 	srlisotrár:ico 	reversible: de ATFasa 

de 	le. 	hipótesis 	quimi.os!r.ótice 	( 	fig 	II-11 	), 	se ba- 

• sa 	en 	el concepto de cue la 	región del 	centro ,;cti- ry 

Vo de 	la riernbrr..na en donde se 	loca> iza la 	ATresa es  

espeeifiear::ente permeable a los iones 0H- 	de un 	la- 

• do de la membrana na t 	uriicamente e los iones H 	por - 

el otro 	lado, 	y 	al 	tieF.^,T'0 	que 	entra s 	i? 	por 	ese -- 

lado, 	la hidrólisis del ATF podría ser reversible-- 

mente acoplada e 	la 	tra nsiocacór, de 	rozones e 	tra  

ves de la membrana 	con una 	es tecuiorr,e•trfa 	de un OH 

trensiocado por 	AT} 	r,idrol.i 7.ado. 

Postulados .:.ricos 

i era 	poder 	comprender ir e ¥ior• la hipótesis de -- 

ouimiosmótice 	es conveniente 	revisar los 	postulados  

que 	involucra, 	el siU_*,ui.onte sumario contiene los -- 

posti;lados c;Uirios!:6ticos 	tal 	y 	como 	os 	concibió -  

l,:itchell er, 1961 
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1.- Los sistemas de ATFssa localizados en la membra 

na de mi+ocondrias, cloroplastos, y bacterias foto-

sintéticas, son sistemas de hidrodcshidratación con 

terminales es;.ecf.ficrs para el agua y el A..IP y su - 

función normal es un acoi;lami eruto reversible de la 

trarislocaci6n de protones a troves de la r::emtr' na

al flujo de uniones anhidras equivalentes entre el 

agua y el r:col:lami.er:to ATP / ( ¡DF + Ti ). 

2.- Ira localización en la membrana de la cadena de 

oxido-reducción de mitocondr•ias, clo: oolestos y bac 

tenias fotosir,téti cr s, que ce.t•el.i :an el lujo de --

equivalentes reductores, semejantes a cupos K y -

desDues de electrones entre los substratos de Bife-

rente .:;o t acial de a>: idc-reducción, tienen corno fun 

ci6n normal r corlar la i.rc;nslocr cá6n de protones a 

traves de la membrana al flujo de equivalentes re--

ductores durante la oxido-reducción. 

3.- En la meu:t;r n£ de mi t;ocondri;::s, clo cp .1- stos y 

bacterias fotosintéticas, 1 ay presentes sistemas de 

acarreadores para la dií'tasiór de surstratos especí-

ficos que permiten el efectivo y rete. i.Y1e cambio 

de iones e tx•aves de la r;oI;¥ti•ran3 y r: su vez peri!:icen 

la orar d . de r:: ti'r_,o?.itos 	irle - (- ;t:: tratos y 

acep tores ;,ares de fosfatos)  ` in c olf ";,;'c:2' el • t` i " r:ci .l de 

membrana. 

4.— Los sia em s de I.C.. j':ostulas 1,2 	2  y 	est 	lo J a n  

cali edos en un : copla iento sjecial en la r:,errbr's- 



na que posee baja permeabilidad a protones, aniones 

y cationes. 

Como consecuencia de estos postulados podemos 

observar que existen dos problemas esenciales al --

paso de rno.i cuzla s polares de be ,jo peso molecular --- 

e travez de las rnern - rans,s hio].6E. icos 	. Primero 	- 

debe existir un mecanismo c'ue 	incremente específica, 

mente la permeabilidad de la ;reml;: ane al soluto --- 

tra.nsportado. 	Segundo cuando hay acumulación con 

tra un gradiente de concer:tr,  ci6n, le célula u orea 

pelo debe acoplar ener le del r;,etr¥oliamo, a la ----

translocaci6n de soluto a trave? de la memt:rr na. -

Entonces, se puede proponer que los mecanismos gene 

ralee de tr: na oi ; e cele resuelven estos problemas 

son la transiocación de substrato t;o y le. tr¿ n ?ocecián 

de grupo. 

Le 	tra -,sl oce ci 6n de auhatra to consiste en la - 

difusión a troves de le ;r.errhr=r;a del soluto no modi 

ficado qu.írr:icemente por medio de la nrecencia en la 

membrana de un a cerrer¥do: especifico o portador 

( fig I1-12 ). 

En la trensloc¥.ci6n de agrupo, el cerncter vec-

tonal Esencjal del girar . C o te se conai . ue ._ caves 

de le asociación de una ers 1r!e? o !'uo de enzimas -

cori la r..;errbra:.ra de tal forns oue el suistr to se -

acerca de la fase acuosa en; un la=do cae le. remlrs na 

y el rroducto es <<isoci=:ño en el ot 'o lsco ( fie, - 
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• Para explicar el acoplamiento de la fosfori.la 

ción del ADP al flujo de I- rotones, Itiitchell asumió 

que las dos reacciones oue está l a:n e;?p eiei y quí-

inieamente sel-.rL cíes, esto c?s, que el proceso de la 

áosfori1:r_ifr? ox-id_ytiva exrrx•es¥.cio como: 

A red + E ox + ADP + PC,H - E red + A ox + ATP + H70 

Puede ser separado en la reacción de oxido-re-

ducci 6n: 

A red 	P ox 	------- ---a A ox + c r e d 

y en la reacción de hi.d.ro-deshiclrataci6n: 

ADP + POH TP + u,•.0 e 

Y para acoplar est.es i eecc1.ones h:itehell con-

sideró oue les fueras oue r.a::cc't:an los i?ovi=nier._-

tos de les partículas involucradas en In oxido-re-

ducción, junto con las que participan en la deshi- 

drsi;a:ción del AD1 + }'C3H , se comunicaban osmóti— 

ca.mente por el flujo cíclico ce prototres entre las 

dos fases acuosas s eptarrdc•s por una membrana lipf-

dice cue contiene la c=:^:una oxi , io-reJi;ct.ora y el 

sistema de A PEse. 	Considerando la dlstribuci.6n 

enisot?r6, ica del sistema de A'r1 asa, In actividad - 

electrocufmice del aeua en el centro activo  (t7, nJ 
c C 

para de i.ern. i.n dces puntos piel E-c¥ itt l il r i o de r,idr61 i 
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sis del sistema ATP / ADP , van a ser dados no por 

el producto 1:H1 R6L X  ÒH j li6L en las fases acuo 

sas (interna o externa), pero si por el producto -- 

[H*, R  X !OH' L 	donde [ J indicen las concentre-- 

ciorees reiaativns a la actividad r•uíi.ica y E: y L son 

1.Ps fases externa• e interna respectivamente. 	La — 

relaci6n de la actividad el.ectronuínica ATP / ADP 

(incluyendo las formas ionices), puede ser aumenta—

da consecuentemente en le actividad de ATP'esa, la — 

cual 1ruede ser revertida pera dar ectivi d.e d de ADP 

fosforilr.sa y entonces oueñaría en corcordanci.a con 

le ley de acción de masas y para el equilibrio de —

hidr6lisis descrito, han de incluirse los siguientes 

elementos: 

[ADFJ 	
, 	[H_°] c  

L 

Le actividad electronluír*.ica de un comz:pon rete 

en cierto lugar del equilibrio, define ahsolutemen 

te le tendencia a escapar de las partículas de los 

co;m4ronentes óetido a !a pra6n quf mmlca y eléctri-

ca oue sor;or•ten las partículas  :tse :-e h_911 en en es 

t.e r. unto del equilibrio. 

1011 X  
K2  

Donde Y2  es independiente del r:;. :rifo pornue — 
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estarnos usando actividades electroqufmicas. 	Enton 

ces podemos escribir que la actividad electroquámi-

ea del agu en el centró reactivo del sistema de ATP 

asa será el siguiente: 

¥H y, 

[F2 J L = [H20] ap X 	________ 
] }' :-_ 

Si tomamos en cuenta oue la reacción total de 

la ATPasa oue pude ser representada por 

ATP + H20 + 2H 	DF + POH + 2JÇ+ 

Entonces el eoui?.ibrio para la hidrólisis del 

AT?' puede escribirse de la suiente forma: 

x [oi-] kT 	- 	K [H2OJ aq 
C 

La actividad electroquim1ca del agua en las -

fases aciio s L V I( es entonces r•erire ^Atada nor — 

CHAO, 
Q y el :oducto Y. [11201 	es entonces ipu21. c 	 c 	<5 a 

a la cor.st nte che Meró 7 is y .i se define r.orrr:al 

¡riente. 	Cu-noo 1r reacción hidrolftica esta estric 

ta.nente .eopleda f la tr :I':r1.oc .ci6n ,".e protones des 

de la fase R iznnste la fase 1 s para la hidrólisis -•- 

del A.TP se }'cede C'P. 1. ar la sis'uiente representación: 
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[ADP, X 	[POIJ 	 l,H i3 
K, 1. 202 aq 	X 

¥ATT¥  

Suponiendo fue; 1;DF, OH, y :lF, todos  ellos 

participan en el equilibrio de la mi me. norme, cuan 

do hay un 1otencirl de membrana de E en inilivolts 

mV ) entre lr-s f,.- es L y F:, ros.it-vo en la fase L  

y neZetivo en .le fose R, por definición se puede ex 

preser de la s uierte i:.. T ers: 

EH IL
log 	 = 	pH E - pH L + ----- 

(.H ¥R  

Ponce 7 = 2. ?O3 I,T/F ; F es ls cor:str:¥te de 

Feracay, R es le coi s c late áe l.o 	es y 	E es - 

el eouivsl.ente de energía libre cue se rrenera en un 

sistema de trensl oct ciór. de 11 ? or ce r una rerispor-

teciora de elec¥ csnes, cotncit:fr,co estos ultim--s ecos 

clones se tiene: 

tf T i1L 	 ¡¥ E 
Log ---- 	- 	 pH 	- ph 	+ 

CAp I, 	t0FL 	 R 	L 	Z 	 ?¥ 

A 30G °K, Z tiene un velor ce 60 mV y la cons 

tente de ri cr6l iris psre el ATP se hn11.a en un va-

lor de 5 ; si esto ocu.r e, entonces se pv.cce sus  ti 

Luir pIjR - pH ¥ 	por ,a pH y puede escritirse 
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la ecuación corno: 

• [AT11 D 	 ¿N 

	

log ._. LA DI] L 	
= Log CPC-I] L - 2p 	+ _ 	- 5 

. .30 

En este ceso lr,:s actividades el ctro 	cs -

del ATP, QDF¥•FOH se encuentran r p ox.i.ru- d.GTnte en 

lc misma f se y pueden ::.r equivalentes a ,'.UG cor--

centrciones y se esu e 'yac [1'OiJ es 0.01 M, enton-

ces 

CT13 	 r¥E x Log 
._ 	__ 	_ 	_....__.. 	_ 	AP 	- 7 

EAD1 	 30 

Le dIIeYeflC1E: de Potencial e1.ectroauS.rnico nece 

serio para que el e.; .;i 1bri o ATP / AD.P acoplado y - 

bajo entes condiciones, se expresa en inV y ror lo -

tanto puede escribirse corno: 

60 H ' 10 

De esta menere es r•o: it. le ; ons derr:r que la -

diferencia i:e potencial correspondiente a una dife 

renda de pH puede e: r...ri1Arse como: 

® P N AE - 60 , pH 

Donde 	p es la diferencia de potencial. 

Es 	in :or tEnte I•. cer notar .,)ue la im--yor• -nrte 
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de les evidencies exI.erir. eriteles e loyen el hecho de 

que 	pH es ún interniedierio ob.liE,edo en la einte--

sis de* ATP y que &deiii¥s conduce e. la s intcsis de -- 

como lo dor:.ost_, :r'on Je.ndorf rt el ( 13,33,34,35,-

40 ) 

F0T0F0SF0IL. CIO1 

Cono hemos visto e;r: 1.o .=nteerio_!-ente expues—

to, lere le ¿.ener-•eci6n fotosintética del ATl no so 

lener:te se re•:+uiere le existencjS de ur rrt icr:te 

de protones, sino sdemí's hace faite: Ja r, re oer:eie - 

de una erg: ilne c Fe 	de i?ti.1 i &r le en c,'E.{r ?.i ere - 

E.en.ereda tor este EradiEnte. 	..unaue el I c.c-r.isro 

qui[_]OS_.,Ót1C0 ex( 1.ic r s i] 	c:Cto lc' E:n te C6:0 1C - 

ener ,ír de 1 rs o! Ccv.1.s ^«e re oz.id r e t_ o ves de 

molécula  e t2"'eT'.c: j 0! +i :: dor S de eJ ec i ronce, se utili-

za para formar STF, a c.e t ir de DF y F011, adolece 

de dos defectos: 

Primero . - El sistema  áe h`j' sa no se J.oca.l i :a en 

el interior de le Inelr-:¥r¥nr.., sil o que se halla loca 

lizadode manera r; i.svt;"G lea y t" cié: l exterior — 

de la illt?IT:'t ienn de1. ti.líacoide, <:un :ue hay que hacer 

1.G eclareciór de cue J a di ; rá l . c iGr ..;i oto-•o,,ice 

se I r•c :;ruta no s_ or la 	`P_" e= 	ole. 	sino r or el cola 

ple jo Fo--ATFa.sa, en cande el c cI: r e jo lo se ve a. 

encontrar col.I lit :r.:rtcr e ido en la :; emcr'í I e y 

es entonces este cvl:I ' e jc el que 	rc ¥; 	_ :¥ 	:t¥. l¥. cara e 



56 

terística de selectividad a los iones que pesen de 

uno u otro ledo de la membrana y los llevará h,-••ata 

el 'centro de reacción de dicha ATFese. 

Sefrundo Izo explica ct..:l.es sor, ]os eventos rmo] Ccu- 

lares rCSp.o::sri.la.S deis sirit.:sis de áTP. 

Pullman et e1, so.luhili. aron une ATRsa de - 

mitocondries la cual ere capee z de restaurar le cc 

tividad de ATFesa en t:•t&i t culi¥ s : ubmi tocondrie es 

cdeficientes áe ITT- .sa y esta ATPesa recibió el  

norni.re de FI. 

Por otro ledo, Jet,-._ rndorf & Swi th, fueron los 

primeros en encontrar que 1s fotofosf oriloci6n se 

c esecoplr..ba cur_rdo los- ti] coi.ices e 	trr.t - os - 

con soluciones di l ii ciu s de A D T A. 	I'oSte?'ion:ieri 

te Avron mostró cue s c:`: e 1z n poco dc.s.vues los 

extractos ce x, D T A e los ti lec.oi yes tratados, -

entonces se restauraba parcialmente la fotofosfo- 

rileci6n ( 6 ). 	Is t; rde c Ca-rtyi 	Racker en- 

contrr::•on que este pr'otc=.ínr: e 1e cue Avron había 

hamaco fr-ctor de 	co 1 i, l;to 1 	ce iccr;zics 

a la F I ce la r:itocondr•ia; _ r.e.r::'s halló cue les 

preparaciones de CF I (coupl ing 1'L.ctor 1) eirz¥n de 

1 enci cr:tes de e., leio y con el 1.so de -j..' -- aros 

específicos =c i.r,hi bi : fuerte i, e::te la actividad 

de ATPcse y le `otcfo for1lee ión; entonces era -

cvi de-.yatecue Ci I juE : i c un r rel c:,:=:.r.ic l en la 

fotofoslorilr•.ci 6r. 



57 

CF1  comprende aproxirnedernente el 10 /o  de las 

proteínas de la rnernbrena del ti1coide y es una 

gran proteína de peso moleeuisr de ( 325 000 d:l-

tons ) , presenta una forma esfi ica, le eu 1 fue 

evidenciada: el microscopio clec rónico ( fig 11-14 ). 

Con le ayuda de técnicas de e1€ctoforeeis - 

en ge.les de no.] ¡E c ri- lemide, fue rosii.ie descul;rir 

que este proteína esta conipues.ts por vence su:U—

nidedes ( 7 ), genere i.nente se acepte que CF1  está  

formnede por 5 auburjiciades no]ie tídc 	las cua- 

les son nombradas dele C e le 	en orden dc:cre---- 

ciente de su masE mo] eculer, sin embero leeste-- 
;

cu. ometría de estm•s suiuni d& es aun so encuentre en 

controversia 	se ),,F:ri 	 cio 1 e siLuietes es- 

teouiometríus: G(.. fi TJÉ ,c,.  fi 	T 	, -- 
2  

ror otro lado laird & 	dedujeron une eeteuio 

!netrí& mínima de c< fi 	r J C ,, 	rr rr-a cue fue 

	

c 	c 

encontrada nor tcrcm s de 	c, 	s: o circular flor - 

lo que se considere cae E Eta es,  le estecuitu:etríe - 

existente en CF1. 

con tenido do su) fhi ri los en ims au unidades 

de CF1  tampoco es co!-si- tente con 	tm te:)ui oaetrfa 

2:2:1:1:2. 

Farron & !ecker detectar en de 12 e 13 cisteí- 

ncc p0r mol de CF 1  y si asui: os la este:1cHtría 
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2 : 2 : 1 : 1 : 2, entonces tiene que haber 14 cistei 

nas por mol de CF1. 

Considerando que CF1  est4fo1nado por 5 subunicla—

des polipejtfdices, se cstud.i 6 ns e fondo cada una de 

estas 	sus r'rol:.abies jfØi i.cdes son 

- mese rnolecuieir 	59 000 - 61 000 

- rrobah1e esteouiometría 	( 2  ) 

- contenido de cste!ric en 	( 2  ) 

- se ha sugerido que tiene una función reEulndors. 

tLJJ2 	fi 

- ne•sa xLo3ecuiar 	54 000 - .7 000 

- prot.eble estequioxetría 
	

( 

- contenido de citeín en 
	/ 

- En cuanto a su función, existen evid*n-icies 

rectes de oue esta es la sutunacea c ta-iític. 	- 

C n-tley et al han indic do la 	sencia de dos si— 

tio de uni6r. de nucleotidos en CF1 	estos sitios 

ti -nen la propiedad de unir : id :  

en jr es, encia de 

For otro ja do, J'shedryk et l , por medio de 

ea tudi os de irterc ubio hi dróg eno•-c5elit anj o, cue son 

ntoos altamente aerflJes sra rai vr crJ ios - 
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estructurales, compararon le interí:.ccián de CF1  - 

con diferentes nucleo tilos ( AMP, ADP, 	ATP y - 

ADP ) y encontr, ron que estos se unían en 3 si • 
	{ 

ti os diferentes, dcs.ue: de le fijación de ATP iS - 

.4DF en el rrimer sitio de uni.6n er.cont; ron que - 

los peptidos cen+1 iecios se encor.tre en en las subu. 

nidedes fi y 	, sin mbargo debido e l.:s discre 

pendes e):istcr:tes en :!e lit re:ture, no es posible 

secar une conclusión 4.ccrtr da ( 9, 38 ), 

- ~,asa molecular 	34 000 - 39 000 
	

•1 

- proe hl.e e: ec.ui o:_ etríe 	 ( I ) 

- cotntt-tli de de cis ; eít:s en 	 ( 3 - 6 ) 

- Se he observado :ue le. uti?.i., c•iÓn éc :uex•o enti- 

su-,unidad 6 , junto con suero enti VC , inhii: e la - 

ectivid.ad de ú7' 	es, lo cul .'L1E°^,C 	ei ir cue le - 

suLli.X ide D 7 Puede inducir une C Ut:fU2''m ci ÓX f vore:-

hle en los cairk íos de CFI  , otre or' erv .ci.0t ii-por- 

tente es que los I'-derive ríos de 	lei;:3.d:;, inhiben 

le i'otoffos1'o' il£ cion por accedo: :,F ecTice con la 

S1ic?rd 	.,e ha dicho ,ue la i:.. lei::.ic, bifun- 

ci.orle1 o-4 ertil.r.0 ..._leiei da, eu r'ecru'<a os :rt1]'•os 

-5H de le rr:is.r.e sui:unidad y ve he potituledo que --

este entrec_u..er,ic..rto .:oc:ifice le estructure de la 

en ine cr.lii iri:do le i'ci r;c - i1 ded de la :_.cr_:1rc:nr.; 



61 

sin embargo estos datos experirnent,-:J.es r;o son capa 

ces de explicar l or-qué cundo se usen nucleo t;idos 
y 

en los rnsrca: jes con r. it itnides teles como ATP, ADP 

etc, se revierte el efecto de e:-tos rr.rctivos, I-•ues 

to 	cue en i tii.o ceso, esto sud.cc2"l'T'fc: 1i: C? hy intC' 

racci6r: con la su:unicied cetr.i it,i.ca: ac err';:', , otro 

dato muy ir:'iportel te es aue las IC{c::l.e]T:1CÍes rifur'1Ci.0 

neles t?rr:ien in}:i'ren .la t ar ra d:: patones, lo que 

entonces tibl.(✓ I'_ hace p•enser que este inhibición - 

se cebe. al abatíier,to ce 11p 	oe nc acción - 

direo te sobre CF Z  . 	ter: car,c. uti i t r:, si hay irn't;e.rc-c 

c: 6_ con le bor..ba de trotones y reversión  c; e su --

efecto in1-tibidor en F? e encis de nuc" eotid.os, no - 

es posible -filma:' .ue 	tier:e -cr;ose .s: :e un Fa 

nel rreaul .olor del fu jo de r. eto:;es rsta el sitio 

catalítico de la erg, ima. 

SU}UidDr.D 	..... ,........ 

- masa molecular 	1.7 000 - 20 000 

- r_ oce'le e:steou.iometr•ia 	( I ) 

- contenido de ci tc{r:e en ó 	( T ) 

En cuanto a su función, }.el s cr lY ( j 	), Gemostr6 

oue cuenco se rui . E:ben las r:;o) Ce 1. E de CF1  ce la 

cmcrL na del tilacoide y J o:>te1'jorr eri;e se ,Iu..it,.t,a 

la sL>ClÁl':1C2d f , a stas noc':lae 	o ':. n c1:.. ces 

de reste u.rar 1.a .`'ot,ofosfoY•- 1 r- c• i6n, }— ..i'o si se ere 
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Baba a esta mezcla una (reparación enriquecida de 

subunidad ¡ , se observaba la resLeuración de la 

fotofosforilaci6n, lo que llevó a la conclusión - 

de que la su1.unidaá ce es la: _ e s, osa:bie del er:la- 

ce entre la roen l:'c na ' CF i . 	Pastenlores i. 'Lu ; 1 05 

empleando anticuerpos contra 	confiriacaron que 

era la subunid,ad responsable de la unión en--

tre CF T y la mere: nana ( 17, 39 ). 

SUE.UIlI AD 

- r,e.sa r.oleculer 	13 000 - 15 700 

G? ob :1.e E ve: uiorr etr fs 	 ( 2 ) 

- contenido dE ciS•t,eI F: en / 	 T ) 

- De su {l.lnci6I se ha. zu E! ido cue ,'c 4 servir cono 

un inhibidor de la. actividad de r.l'.te.s i:. 

Para 1a Eeneración de, PTT se e: ui ere no so-

?a::.ente el enlace de la me:,brrne con CP1, sino Que 

tarnl ier es necesaria la intc' ? 1.' d de los F`T'ut"os -

su).fhic?ri1.o presentes en CF. , lo cu 1. fue comp2 oba 

do ro' Va11r". ios y¥ f.n :reo, ou:iEre 	 rro i: : Cfl ue el ¥r . 

reactivo específico ce 	ules S,H 2, '-citiotis- 

(- -r:it. oI_.i:t iine) 	(I)I'id), inhibía la fotofosfo- 

ilación cundo los c10 oI>>.astos e r.r l eir,cut; dos 

con este reactivo en la luz, inhbiciór que se 	- 

1 
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podía preverir con DTT (ditiotreitiol), ADP + Pi 

y algunos desacoplantes, además'DTNP inhibía el 

transporte de electrones basal y acoplado e 1.a - 

sintesis ce ATE yero no cuando se des- copiaba es 

te previamente, 1 oster i oz•es estudios con o- l oc:c-

ber¥ oeto, que ts.r bien es un reactivo esl. ecít'ico 

pare oxidar el ul os -SH; .ostr'a?•on que este reac-

tivo inhibe la slntesls de :,T_► y el t.rar:sr:oxt,e de 

electrones acoplado, esto indica -fue es necesaria 

le integridad de 1 os Lru; o -SH jira que se lleve 

a cabo la 2'oto2•osfor ihcic4on, lo cual 	derer- 

se, bien a que lc re ccior. ca trlit:icr. Este intima 

mente ir_vol.ucrr.da con es os r v; os ó como su._ie-- 

reti 	et al, oue tos '-.0 os -:>!'; Ele la sutil 

nidpd cate 112,LC'c. F'sl coi;;o los de Y de c".? una inane 

ra son ce.paces de conservar la cneria en 1C: Rolé 

culi de Cr'1 ( 3,4( ), sea cual sea 1a lunclora de 

estos. ¿rul:os -SH en la i otot os2 0. i? clon, es E 1Co 

oue 	aun no se IZa ;- Cla cado eor:: _1 eta santo. 

1'o7 1E.ri,̂ .o en cue té. Jos 	ritC CE t1( S":t ca ::?;;'l:E'.sÍC)5 

arte. to t.er:te, es positie concluir. :ue Cf 1 es .la 

ur.ica parte del aparato fotos intotico aue ', copla 

el I- Jujo de ;otor:es trovr.r:i..r.te cei interior de 

J. r. _.e 	del tl!a.c.oacie a la sint.esis de ATE,. 	_ 

Esto Indice entonces, .,l e CF1 	es la enzima: r•es-- 

rorsa tle (le l<: : Ir,te.:ls :íe 	T1 	c_¥ o 	i_icn con 

necesarios  oti os j: ct.G: `ºti K]d! e' Ut 1co,s 1 , T est-. 
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bili2ar el enlace de CF1 con la membrana del tila 

coide, que es la .fuente desde donde se va a permi 

tir el flujo de p7 o ones a traves de la n embrana 

dei til¥.colrie, con el CO y al r. :'o tiemi o se en 

cu.er:tra en la ne é_i-ana el r. o;] e jo 	otlico llama  

do Fo, que unido con CF I va a formar el coi:; le jo 

llamado Fo-CF I o complejo de ATl n sa. ( fig 1I-15 ) 

Estos componentes de la L er: brizna, son hidrof6 

ticos y constituyen el conjunto de proteínas que 

se sabe se encuentra centro de la.: emtrana y que 

i role blesente la o 1.rnvi esa y F lEO !'su importante 

es que preser_t- • nE c i: t.r'' uci áz.: : i 	d icc . 	- 

A 	este coi i le jo ei. su CO!. junto se le conce corzo - 

complejo C 1-Fo. 

Esto '+uiere decir entonces, que T o va ; cstá 

li.'sr la transferencia t,r 1•: I;:enbr: na, de _.rotoneS, 

fenómeno aue demostró Gould, en : u.s CXj are.:::er,tos 

con triíenilestaiío al demostrar que este compuesto 

podía restbur:r la bomba de protones en cloroplas 

tos a los :ue arevi_.,•:ente se les hatia cuitto Cr • I 
( 15 ) . 

Los i osit.ies r;:ecenismos de la fosfoz'i.laci.dn 

,ue 	tiene .lu&ar en 	el cosí ic jo Cl ) u.adc:n 	se I --Eo , 

pararse en .'os 	e_. te 	ori¥s 	;ue sor: directa 	e 	irsdi 

recta. 

En el mecanismo directo, s e une ,pr'i:_ero un - 

ion fosfato y el AD1 a laporte Cl I 	:el. con;_ .].e jo 
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enziin tico. 	Los protones se trasladan a traves 

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

de los oxígenos del fosfato, que es separado para 

fo2i sr una i o1 ei)la ce L1,r, 	I ir, irr,7.te un oxí- 

,Seno del Íd)P a tacs a la I;:p1 éC111 _. de fo .rato Cara 

forn,E-r una 	o1 culi: de rTI -• ;✓ la n;.o1 cizl.a de ATP - 

` 	 entonces se sei. r'c: de 1r: er,. i ,ie- 

En el caso del I:;ec: z,¥.... o ir,ci? ec't•o, Ley Loca 

una variGCcQ oe ü.ec r;2 : os indirectos, -,uní7ue el 

tn'S j'I'Ol c l e . UC-de ser, 	uee ; .r. en 1 ot't:s activo de 

IG. e21217;1a, I oor'la ser í ue el J-T1 ;; e3. _o.`'fat;o mor 4 

ni co se C'C.'I?,t: 1 i 1- ra I'I exi•oY t;: ne ery1. 	sin la ad.i - 

ciór: ce e .í r '.í: 1. i l,re. 	L 	r.:c l real.. ce ..T'I' z'c.sul 

tan te 	queó:. ra entonces l 1 rll.::onte unida a !.a en 

sima y sera. r:eCeSé..r o F::,' iii..'?' enerts r¿re lite- 

raria. 	La enes€.ia p-odr"lF:r7 u inist.rr rla los pro 

tones uní./ndo e a la ens:in;a erg una G;orci6r distin 

ta del t-ocus ¿-ctivo pT'ovocrr,do un cambio conforme 

'iona? en le er,irn-- a este res e t.o Eo yer et al c 	 c r 

	

1 	5 

p*'ol usi c,ron una hi j Gtesi s 	a copla, i er.to corfor 

racional en .' a cual -e sud iere ^ue pera que se -- 

licve e cato el cambio confo, II,acionel que implica 

un C .?:,Lro csl-ec-i J.eo para la actividad de ATLa:ca 

Ce- 	le en: 1n;a y otro ó1 fer c 7 te 1'f:r'c. 1,. siI`:te 'is de 

TF y ;lec este c¥ .:;1: io eorii o3 r,:• ci.ur= l era a ír:di.s--- 

c 	: 	r c!:.1:._r o ea ta 	or`._lo 	a i.7íc3 ce de -- 
•• 	+. 

c;ue manera se okter,tiric 1a 	I c, . la r,r,'ce:;a_r, }G_ io r'a 
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llevar a cabo ests reacciones ( 8 ) ( fig 1I-16 ).  

Mc Carty & Fagan, demostraron que el mecanismo 

• de le fosforileción más probable es el secundo, al 

demostrar la inhibición is r evc:x sil_e (der;e1 dier;te -

de la lu?.) de la foto os:fo;ri la: ci.ón y la actividad 

de ATPesa por NEM (I,-et.i?_;,aleir_rida) demostrando que 

la luz Irovoca cambios conforn,a cione.les en CF1, - - 

• dejando al descu'r. ierto los E..ruros rcact; ivos (x t.z os  

-SH) para que pudieran reaccionar con 1 EI producien 	 iS 

doce así una Inhibición oue no se n:anifieta cuando 

se 	rea NE,: en la oi_; eu.r•i6ad ( 22,29 ). 	Esto -- 

entor.,ces cofirma la hipótesis de Eoyer, ya que de--

r.►ustra la existencia de un cen io conformacione.l, - 
_ 

aunque n.o en sus te- , Rminos, puas este cambio confor-

r,.acior.al asta. condicionado al flujo de protones a - 
,`i 

traves de Fo . 	 'á 

Ahora que herí;os considerado t.ot s las reaccio- 

nes de los nr'ocesos lunirGsos de la i o tosintesis, — h 
•  I¥oddemos pensar en un cs uema Le.ncral que caos r.ues-- 

tre el f'.ujo de electrones aeojiado a la formación 

de ATP, cue sdemGs este en cor,cord recia con le hipe 

tesis de !'itche.l.l , entre el sistema de tra r:s corte -

de electrones el cual se halla seprado en la niem -- 

trina del sistema sr;isotrbpico de ATPaasa tal y como 

se le considere en la actu&lidad ( f'a.g 11-17 ) 
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Finalmente es necesario hacer notar que a pe-

sar de todo lo que se conoce sot:re CFI , hay rnuchJ¥s 

cosr.a aun desconocidas y las pre¥ur:t: s e, cornte¥tar 

en los T'ro :iI'DOS c'rflos serr. 	 1 :S si 

guieni;es: 

1.- ¿ Cual o cuales sor: i os COl;j C'r E Iítes re iions ti 1.8S 

de captar el potencie 1 elec i'trç-ou1.1I1ico y como -

funcion<-n estos componentes? 

2.- ¿ Cómo intersctU r: moleculrrmente el componente 

cst•Alitico, con el. co11nCGIi_r.'tr :?ue transfiere  

la erier.:ie del potencial, G si co,TJo el conocer 

el f:'JeCr amo por medio del cual se previenen 

i'u¿.-as de enerr-,ia en el iseme? 

3.- ¿. Como detecte: el. CGIr, %C;!'>P!" te C Za iticG el po- 

tencia]. (,uimico del sistema 	cu 1 es la un 

cion del H ? 

4.- ¿ Cut1 es e.l 	ecrriirl:o de i sintesis (ie ::TF 

nivel del cor,ponente ca:ta1i ico? y  

irr.Fl i cn los sitios re ¥ulc coree del sitio o ca 

ti.it.ico ? 
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ALEIIIDA5 

	

Se ha est&tiecido .:u  .los cor 	:sos mvi— 

tro e 	sito  situ 	es1 coro las .artculs suc1orc-- 

plasticas, sufren 	col..forc 	:2e cuando 

SOfl 	u, riadas 	COnO ya fue T:eflCiOfldO &r;ter-iormen 

te, estos cbi os e.str:n i: Volu(-cOs en 3a sinte-- 

sis de ATI. 	Estos crrr;1-  ioa han sicio oLse:vados -- 

por difeentes ntod,os. por ejer:jio se La deniostra 

do que el tarnano medio de lr:s F&I'tfcUjS c1oropls 

ticas au;ente durante le iJuninaci6n y tarnbjen se 

ha observado con -traccj6n en otras condiciones. 	- 

La cortracci6n es reversible en oLscuridd. pero - 

el hincha;:jerto en ciertas cc'ndicions no lo es. - 
• Añemés se ha descuiierto i:e la ¡:onftran  de los ti 

iaeo5 des es ms reactive sci ertos i rodc tos cusr.—

do las reacciones se Lacen en le luz, que cuando - 

las reacciones se hacen en la ocu! idad. 

1  J 
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Uno de los rn6todos más prometedores para estu-

diar clo's cambios conforrnacionale's de las membranas 

es la mr:odi.fi cación química de grupos -Sil (con N-de- 

rivados de I:,aleárr.ida) ya que estos estudios hr:..n --- 

sido encaro recios a encontrar cual o cuales son los 

componentes que cambian su conformación estructural 

a.1 verse afectados por 1a. luz ( 40,41 ). 

El primer t:ra1 a jo que se re j oz ta con el uso - 

de N-r.erivados de n'ini.eimidá como reacti\'os de morfi 

ficación química, es el trabajo de Mc Carty et al, 

quienes demostraron que cundo se trataran cl.oi•o,--- 

plastos con 1 ml.: de I•LF,h`. en la - lu:_ re 	i"io £si • la --¥ 	-¥ t 

oL:scuridad, daba como consecuencia una parcial y —

perlar_ente inhibición de la foi:ofosfo? i.1eción ¿sí 

corno una inhibición del transporte de electrones - 

no cíclico en condiciones fosfo iler!tes. 	Esto su 

giere entonces que la luz j r'oduce un cr-t.:t.bio confor 

macional que trae corro cor.eecuencia la exposición 

de los grupos -Sh 6 gru; os que reaccionan con NEW. 

Posteriormente estos n¥is:. os putones, incubando mo= 

lécuias de CF I aisladas en presencia de e-"¡) REY y 

posterio? rmmer.te des•r7at.;.raJ1¥. I,do le proteína rara - 

obtener sus diferrer;tc-s sutur,iéaces, corrieron una 

electroforesis de estas .uturtiñr:ócs en un &el de - 

poliacri.lan.ida - SDS para joder separar dichas su-

hunida des, S' encontraron que }N FI: se ha] isba ca 

si en su totalidad en la banda r.orrc.cl  cn, ; ç.r,t,e a 
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la subuni.dad 	, lo que derncstral.a que I¥EM actua- 

ba específicamente en la sul:unidad ) de CFI . 	En-- 

tonces esto indicata que los grupos -SH de esta subu 

nidad estaban ir:vol.ucr:_cos en el proceso defotofcs- 

1 02'1.]. cj6n l' alC,o It¥=rs 12:'i17U'. té. te aun es que cato pro 

baba que era: necesario un car::1 io cor,fo.i , rrraciolnr:1. rara 

que se llevare a cabo la 	rte is de ATP, y :al misrr.o 

tierno probaba que I¥'r.;If: no afectaba a la k,arr,b de pro 

tones. 

Ia¿ nuson y I.íc Cr-rty, siguieron explotando la --

reacción de ¡Eh con CF I , el e tl ciir ?_ : i nttiz ecio-

nes del enlace nrerrft•rcna en: iris con ::uC].G'O t.idos y en-

contarror, que cur-:ndo se inc l:.i. tban c?.o: orlr.s;.os con 

1 mM de l EIr y bajes  cor_cen,.r¥:cion s de nucleotidos - 

tales como ADF o ATl, se produce un fer,ór eno de pro 

tección de la ln}'; ibici6n de ]r fof.ofosfonilaci.ón por 

NEM y entonces concluyeron que CF I confería I:;ulti----

ples sitios que podían reaccionar con los nucl.eati--

dos y que uno da esos sitios era la subur:i dad 

Esto quiere decir que 	tiene sitios Para - - 

o que la interacción de 1<-:s sutunidr c:es 	indu- 

ce a exl:orer puros -SH ,ue ;.e I-r•ote jen en .la obscu-

ridad, y tr:tnbie.n concluyeron •ue tanto i.TP co;io ADP 

jueden modificar e CF'I er, la 	( 29,30,44 ). 

Debido e c.ue estos r eúr. ivos eran altamente  es-

pecíficos a los r'upos -SH de CF T , entonces se por.-

s6 en la posibilidad de que estos re.r ctives t rabien 

..r 
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podían servir cono reactivos de, entrecru<sn:ienLo -- 

(lo cuy 1 se logra. prep rc-nr.a -derivados l i fur:e o- 

na1es de na] iir,ida). 	El upo de r•eF.ctivos de en- 

free? u_. rn:1er:Lo, es un n, todo Su;' c-r,te t11.i 1 rara  

loce. ic-ar l.cs pi cteír_ involucre o s en los crr bias 

canforr:u-:cior;a.1 _:s que sufre )a n;err ne y aun m s -

oue piel ce er. e. ,an en aa fu clones tio].i14: iras, 

lo que er:ton:ces nos ci ria una idee de la e tructu 

ra de la ps•oteíne. 	iunnue los deti líes que se ob 

tienen con la ayuda de t rná cr.s c sc eet, r.: c6pies -

son mucho mejores, cates U1."; ]f;2s, no se pueden usar 
;a. 

en este intervalo de dimensiones. 

• Veis y Ic c,, ty encontraron on en I77 que la - 

malero ida bifunci ona 	o-i ei.il.endimaJ.eimi da ( 0FD ) 

( 	fig III-1 ) inhibía 1e fot:oi c: toril} ciár, en elo- 

• roplestos de ea ineca ( 	ii r cea olerr eea ) a con- 

centraciones e. bajo de 100 U I lo que aui ere decir 

que es unas 500 veces rr s efectiva que fEM . 

2 4 

Figura 111-1 E `ri.UC`I'L i: 	DE o-} ;I, j 1 1:.I. D I¥`l:l ?.1 i: ? DA 
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Por otro lado los t.il¥ coide_; tr:-t é.os cor. OFDI. 

mostraron un decí,erren:to en la borrrtbr- de protones , 

e• 	 ste decremento erE re ts.¥ rdo 1 or N, N-dici.c' o#;exil. 

• ca.rbodiimid. . 	Ader:i s observe ron oue 	C GPDM era 

incorporada en las subunidades Ó y 	del. CF1, -- 

tanto en le luz. cor. o en la obscuridad y entonces es 

muy posible • ue O -Div; reecrior,e con un grupo -SU de 

la subunidad 	accesible en le obscuridad y la -- 

• otra. función maleir,id& rest..nte reec:cion: r con un - 

• grupo -SH de %expuesto = n la luz, lo que da un --

entrecruzamiento entre os rtiros -SH de Ó  

Estos mismos autores en. 1979 traba: jaror. .on- - 

otra maleicida bifuncioi¥a.l, Ditiobis-Ti-et7.lmeleimi- 

da 
	DTE' ), ( fig 111-2 ), enconar ralo que este -¥- 

Cambien era un potente inhibidor de le sintesis de 

ATP en cloroi la saos y que adem9s tembien era un po-

tente inhibidor de le Comba de protones. 

Figura I11-2 

r- 

c Ft 2 `" S — 5 

ii,STRUCTURA DE DTTIO1 IS-N- F'I'I111IAhEIIIDA 

Sin embargo cuando se. hidi ol.i :t e cl puente - 
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disulfuro que tienen las mo] Ccul 	de D'TEh, unidas a 

tilacoides y luego se vo_tvia e 	rr!edir la 	fotofos!'ori 

laci6n , 	se cncontr6 aue su efecto ahora era como - 

el 	de 	l:-ne 	mr:lei r ida n onofunci oral 	dcl 	tipo 1\'W, 	o 	- 

sea 	:,i e 	inhibe 	la 	 r'.e Fner nie 	Pero ya 

no 	e 	la 	bomba de protones, 	entonces i.nterprc-tr;ron  

estos 	datos de la 	sit vierte r er:era: 	La 	sut:unided  

de 	CF I 	contiene 	dos sitios 	rce,ctivos pire 	rs]ein;ida  

uno 	exE•ueeto y otro er.,hel;i.do 	en 	le membrana o en la 

proteína, 	de tal manera cue cuando se incuben ] os - 

ti ecoices en 	la 	luz con D'1' 	 , 	uni:: 	de 	1: s 	funciones 

mr:leir5.oc 	se 1-:ege 	el E.rupo 	-Sh 	e 	uesto 	en 1.a obscu 

ric.ed 	y 	la 	otra 	fi.,ncifn nr l e in:i á.a 	se i re 	el cupo - 

-Sri 	oae 	se 	va 	e 	exponer 	como 	ccr,sE:c.tjc::c i- 	; e 	uri 	cera 

Cio 	coz formaciozal 	ir,cyucí¥o 	r+o: 	1E: 	1u j, 	lo 	que 	se 	- 

traduce 	en una 	irrhibic16r. 	de 	'e 	fotofosfor•ilaci6n, 

que cuc-ndo se hidrolirr el fuente clisulfuro de la - 

ma. eimide, 	va 	ser 	reti-er•tide 	} ereiz ln.erte 	este: 	inhi- 

b-ici6n 	y 	er:ionces 	su 	in}iil- icifir, 	es 	similar 	r 	_le 	ob- 

tenida 	con AEN 	( 	fiC I.II-) 	). 

A 	este 	res ,, ecto 	`:s 	rr. El j- c '.¥Cr:ie h 	rer 	notar 	que  

CI-'DI,' y 	DTEd,' son 	dos 	con¥I-,ucstos 	r ue 	tienen una 	dife- 

rente 	-' ort,ud 	entre 	sus 	cene. •os 	rc 	ctias 	( 	fig - 

11I--4 	), 	que 	hace 	Foco 	robi.e 	'.ue 	estas 	dos, 	ril@lei 

midas 	se 	caten 	uniendo 	2 	3 os 	1'!lE':: C s 	€' -•ui os 	-SI-I, 	e 	- 

incluso 	es 	factible 	^ue se 	c at E r. 	lar;; -:áo 	e 	dos 	Bife 

rentes 	rUunidedes 	y 	!.O 	i]I l.C'i:';erjte 	a 	una. 	J-í1GIS 
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DISTANNCIAS : ELATIVAS EXISTflY2ES E'hThE LOS NUCLEOS hEACTIVOS 
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uno de los problemas Inr.`s irr,por•tsntes del_ uso de - •  
reactivos de entroeiu7emjento en estudios de mem- 

brenes, es el hecho de que el entrecru alniento -- 

ocurra frecuer;ten,er,te de m ncre 	o ;a ( fi E TIT- 
5). 

Tomando en cuente lo i: nt ez• - or:. ente exF•uosto  

y ceda la imr•oz•t, ncu c?e les re eidG;, ;¥furciol:a 

los cOHo r•e,.c1•ivos de er:txc_crur::ichto t -.rr 1e lo-  

celi.c-ci.6n oe los rujo -SH resi•a:cables de la -- 

sjntesis de TI, se decidió .1.1c:vE:r 	co le sínte 

sis de diferentes i:e3.e riides Li.fwcIOnF !.es r7ue C.ifi 

oren ur.:á ecnmente cr! lr. ? er, i i:uc die la cc c en,- hiero-- 

cerLonede, !'u.c s,er,art Crr f :..dones I: 	e.iríc).a, Jo 

que (1a le T;a:= 1 L u Ided de oLtener (7iferen t os entre - 

cru emiCritos que vé:n e depender de ]e l.st:I":C1.e -- 

e;ister t.e entre lss furc .oriec r=1.e;,:ic:ra 	esto en- 

tonces 	e 1 t'o=a bi Iiaa6 e jo E ' ocr 	ér 1r - 

cistFrcae e?:istente entre les,-r••X 	.¥I-_ `' 3 rc_.snor:ss — 

bles ae le sir¥tcsis cae -T•F, así cono . ser si 

cer!ente se ielien er, r,e ut:uniaec o ;-e encuPr.tren 

Q1st.ri't•u.icdos en ecos o r,.'s re FL-e. 

SZI;TI ,jJÜ h :.¥ IE]1.IDL3 

LE. e !: aleirri d5S N sutsti.tui cíes sean couj cestos 

de f62- r::úla e1,err:1 



y l.e ras 	e:.ci].Ja de ;odas= •:s l 	.leir=:ida - - 

( 1-I¥-pirrol-2, 5-di ora , y, y - H ) cuya prei er&ci6n 

data de 1904 en que i 1r-rc'ser y Cait: don i le o tuvie 

ron e partir de la oxidación del pirrol con ácido - 

cróa:ico. 	Más tarde Person y Sv.iller pre 	eron la 

rra leimida or medio de la formación del a d.uct:o f:.1re. 

no-enhidrido rf;r.leico.  

Considerando la .:<uíl!,Ica de las m eirdes, se 

sabe que existen dos sitios reactives en el anillo. 

La función c¥:r'Cox ii id_: y la do le ligadura., c.''da — 

una de las cuales tiene influencia sobre Ja rescti- 

ViQCd de la otra, ceus¥noo que le .a3 ejmidn. ea un 

Toco diferente a lá. Cñ3'GOxiirnidc de tipo cíclico u 

olefina cíclica. 	Aprovectando les ventajas de la 

función carboxi in;ida, se rrep&raron los derivados -

1 -suLati tuidos tanto tono ; r cion4 Jes como bifuncio 

nales ( reactivos que fueron reparados por T-atricia 

García y Ana Luisa Silva en el dep—r'tanento de quí-

ir.ice Cr, mica de la D E F G de la F¥ cu1te d De Quimí 

ca ) que i; s tarde serían usados como reactivos de 

entrecruzan:ier,to. 

Los derivados j1--s stl tuidos ,ue fueron Trep¿ 
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rados son los siLuieiit;es: 

N—metilolrnaleimida., la cusÍ fue preprssda a  

partir de rneleimida y formaldehído al 40 $ por medio 

de catIlísis bGaice eptmn la si uic nte reacción; 
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El e ur:co i,toc o co;:: iete en 1e ob;er,eián 

fel 	. t,hidrido 3, -ndoxo-]. , c , 3 , €-t,et;r 	a' 	} l;id •ai , 

lico e partir de furr-no iris r n4:i.Qri.do t,eleico, 

la cual_ es una reacción de Die1G f.lCer, e?. .=:nhi 

árido u sí ol:ter.ido ,e di saque en r ci.do cético 

EleciE l y se le adicione, en el caso de la o ter, 

cidn de EEI la etiicnTins y en el caso de ?a 

el hid.': to de h1í;I"é. 1.t7E. 1 fina lrente se efectua 

una rirc 1sis de OS e'Ci::CiCS j:a.'s o i['Ier las 

ITC1C1ltl1Q5S ;'eun las 4=,1 tierttE S reacciones: 

1 
4. 	1JHJ »cHi. cil - NNt -_ 	

,. 

D 	¥ 	n 



si 

De esta manera diferentes -rraleimidas 	fueron 

sintetiz.ad8s, dichas maleimz.d 	s son 

.1.,4-DJ1':hI:t .T1 IllCGFUTAI'\O 

d 	 e 

Ar Fi íIIIIII - 

c t!¿ -- c m t -- ¥6¥¿ - (1? -~ N' 

O I¥ 	 I4 4 

O 	 d 

/— 
1 

D 	 o 

1, 6 - 1}IJ p, 	1. 1 De,H E1: Sb0 

•4' 	áV f{ z .- C. U 2. '"- C H, -- 	— C F!Z — /J 1¥{2.. 

dNi -. 	t h L .. r,¥It _.0 Fft --. Clit. —CI/L --- 1✓ j{= 

1 	 Pl'- 



nonofuneior1E1 Iet i lol, iL cu -  1 cs coi 1n5:d2 con 

otra molécula gui o enienc3oe síe1 éter. 

L 
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fi ff -.  Clia 	c 142  '-. 

çj—Cftf-'.c.CI—c( 	1h—U 	' 	( 1 

o 

	

	 o 
I'3 1 Al  1 Ib 1 c b 'PlL1CO 

En este caso is mc-tris 	es 1. m ieirnide 

ri 
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COMPh0£ACION DE LA ES'11 FUC`1'URA  
• i` 

•  Una ve,, hecha la sintesis, la co!r,çrobac:i.6n de 	•  

la estructura se hace neces ria, yr: que se ha ilifor 

• r:s do la 1:a:_ik:ilidad de la o ter.ción de isor:=.leir.i-- 

das y dada la i!nl_,ortar¥cia del uso que se les va a - 

• dar a estas ma.leirri.das, se rocedi a identificar y 

confirmar la estructura CÍA el lS, lo cual se Logró 

por técnicas de ea-pectroscopia en infrarrojo; Tabla 

I y por resonr-ncia nipenéU.ica pro tónica; Tia II. 	 ¥. 

Cuando se hubo confirmado ado la estructura de - -  

estas I;i£leirriidaS, el sigui en -te paso fue probar su -

capacidad para rc a c r, i or r. r con grupos --SH, lo cual 

se !;i o GproverY:t:r.do le c.¡rr:c tf-:2'i t¥ cc: de las Irirl.el 

midas de sY,sori..r en el ultravioleta, dicha car, cte 

r!stica se usó para deterir,iri r la reectivide d de --

las meleiInidias con grupos —SR, Fhaciendolas reaccio- 

• nar r.nn cisteir.e a un pH adecuado y la :i isri.i:uci6n 

de la absa2 i_er,cir consecuente te se determinó a Bife-- 

rentes intervr los 6t t?.e►,;j o Tecla III. 

Uno de los Fs zcr,etro 	ii:rolt,rr -res rara el cm-

pico de estos compuestos como r'e<.ctivos de entrecru 

zamiento, es la di strit: ,.ición entre las fases celula 

res, para poder llevar a caceo e-1 entrecruzamiento, 

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

ayuda de los coeficientes de j:iartición, entonces se 

procedió a 1.c determina=ción cle .los coeficientes de 



INFRARROJO DE DIFERENTES MALEIMIDAS 

B I SMALE I M I DA, EI3MM = ETER B I SMALE i M I DO MET I L I CO 
16 DMS l= 16 [) i MACE I M l lió i iEXANO 

it 

-¥t 

—0—H N—N 	i C—i1 C=0 C—OH C—H 0 -H 

BEM ----- ----- 3100 17L.tOv171.0 --- 81.10 _____ 

• BM ----- ----- 3100 1.760y17'►0 --- 8110 _..___ 

EBMM ----- ----- 3100 - 	--------- --- 8110  

1; 4—Dh1B ----- ----- 3100 ___—__ — 8110 

— 1, 6 BMH ----- ----- 3.00 ---------- --- 1 8 a0 ----- 

MM. 3500_3300 ___-- 3100 1700 --- 

- 

81.10 ----- 

NEM ----- —__—_ 3a3,0 ____----- --- 8 10 ----- 



v1N1L1 

N-N 0-H COS  

6,7 

-CH-  -CH2- 

3,7 

BEM S _-- S 

• 7.02 

BM
_•__•_•i•• 

 

EBMM ----  -------- _. ---_ ---- 

----- 

------_- 

------ 1,4-DMB --- -------- _- __- 

1,6-DMH ___.- ---.--.__._ _____ ----- 

5,42-5,63 6,88 4,98 
Mri ---- S  S S 

NEM ----- -._______  ---- __----_. 

BANDAS CARACTERISTICAS DE RESONANCIA MAGNETICA PROTUNICA 

t 	 a 

r 
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0,22 0 
0.167 7 
0,182 15 
0,149 30 
0.102 60 
0.012 90 

0,62 	0 
0.019 	2 

TABLA III 

REIICT I V I DAD DE MALE I M I DAS CON C I STE I NA 

HEXANO 
	

N-N/- BISMALEIMIDA 
	

BISETILENMALEIMIDA 

A ¶ 	(MIN) 

0.1413 0 
0.391 10 

• 0,368 25 
0.3147 40 
0,306 70 
0.245 130 
0.195 190 
0,157 250 
0.131 310 

.0.113 370 
0.086 '490 

r ºt 

A 	T (h1IN) 
	

A 	T (MIN) 



go 

partición en un sistema agua/octc.nol para simular 

las condiciones celulares, obteniendose los siguien 

tes resultados: 

- T-EM 	= 	1.344 
- BI'r 	= 	2.953 
- 1,4-DMB - 	1.29 

- 1, 6-DIGI - 	- - _ - 

- Et'Iñ. 	= 	0. 752 

- lEM 	= 	- - -  

- 	= 0.1384 
Aoui se muy i 	ort, s-_t,e hacer ]_r ac1¥.r&.ción de 

que los coeficientes de pe-rticíón que se c.: ercben 

en bc se ca sus €.'u;'os polares res t' masa molecular son: 

b_DI.x 	1,4-Dr1B 	1:Elí, 	I,;EM 	EM 	EEM `' los - - 

que se obtivier oI7 son 	Eta, 	E};tú 	1, 4-DP;E 	i:,fii - 

1,TAi 	( 41 ) . 

Otxo factor que es determinante Fara poder -

emplear las malez.ir:icss bifuncioneles, como re .cti-

vos de entrecruzamiento, es la existencia de la dis 

taneie adecuada entre ].os centros re-.divos, ya que 

la mPleimida puede er muy reactive h::cic los gru-

pos -Sx, yero i estos no se encuentran a una dis-

tancia igual e la que hay entre los núcleos malej-

midicos, no se ].levará a cabo el entrecruzamiento, 

( fig- 11I-6 ). 

Las rra.lci:r.idas ;;ue fuer'on S, inteti. .cir s debido 

a que tienen 1ongituc]es de cadenas },idxoc ?l onc das 

í 
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PROBABLE MECANISMO DE REACCION DE UNA MALEIMIDA LIFUNCIO^;AL CON DOS GRUPOS - SH VESIBALE SDELA 

¥': 	`¥. MEP¥3RANA EN DONDE SE MUESTRA LA IMPORTANCIA OUE TIENE LA IGUALDAD DE LAS DISTANCIAS EXISTENTES 

ENTRE LOS NUCLEOS REACTIVOS DE LA VALEIMIDA Y LA EXISTENTE ENTRE LOS GRUPOS - SH QUE VAN A REA- 

"'¥¥'¥ 	 CIONAR, 
ki 

¥ 	,.ri sN t 	 , 



Figura iii 	7 

N,N- bisdima.leimida 
Ni In = 192 g/rnol 

•1 

O —Cll-C/1c-N iirdcio etano 
220 /mol 

Eter-hic-rneiei.rido metilico 
236 g/o1 

1,4— 	i:'.1imido hutrio 
fa- CH-CH. c 	i 	 = 248 g/moi 

e 

o 

—Cll— OH 

o' 
1 

'>1 0 

1,6-dirri1eiinido hexa 
= 76 /iio1 

Ia1eirnida inetilol 
127 /nc1 
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diferentes, 	lo que nos va a permitir tener diferen  

tes 	distancias entre centro rer-ct;ivo y centro reac 

tivo, 	lo que 	& unr:;do 	a 	sus 	c:or;t'a, iracic:nes 	m 	 s 	proba 

Líes, 	nos 	va 	a 	xeriiitir 	.:evcr'r;+Ds 	e: 	tu.n 	rr:;r¥E-o 	desde 

los 	5.5 A h , sta 	los 	11.5 A 	, 	coreo 1ucde 	obs,ervr:3e 

en 	la 	fi€.ura 	( 	111-7 	) . 

Los diferentes 	-der1vados de iIi'_¥C'1mida 	7ue - 

fueron probados en este trace jo van a y)re: elitar u- 

na 	coni'orn'.aciÓn 	óptima 	yy unF. 	confori!.ación 	poco - 	-  

probable segun el tipo de mol ecuia de que se trate 

por tanto es r:ec esar5 o conocer como es ten distri— 

buidos su átomos 	en el e. i aci o, 	lo cuzl lo rodemos 

oksex,v¥.r 	en 	i 	s 	s 	;;.i,.tes 	ii•ur: s.  
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BIS ETILE L .Lh1t IAh ( coni'ormt.,cion más esteble ) 

fiS 1:TiLEt, b;A1,LitLllllh (conforrlci 6n corta me ectell•,le ) 



LI 

BIS MALEIMIDA 	conformncj6n más estable ) 

. 	 . 	. / 	 k 

s 	 -- — 

ITf BI3 	L.IA.IJJO 1 ETIJICO (conforrnacj6n estalle) 



1,4DIIiALEIIdIDOBUTNO ( conforrnaci6nrnEu estable ) 

, 	 . 	. 

1,4—DhIIt6iJIIMIDOIUTí%I'.O ( coni'ornuición cort1 Ino proub1c ) 



'fJ 

Vi•µ. 

1,6—DIhAL. Ib1ID0 IiEXitT O ( conformación mis estable ) 

f4 

1,6—D11rAL1,IMIDOHI,XLv1¥O ( conformación corto miel prob•.¥b1e ) 
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MATEE IA LES Y METODOS 

1.- ÑISLJIr;I¥TO Di CI.01 C.}1LAST0S D's CLASE II ( sin  
:,z 

r..en;'r.rne externa ) 

El n,ttocio c:ue a:ouice cc se. i.Iüe es un -- o(i fiec-  

ción a la ada tr-ci6n heci'ia r ra nuestro 1eLor¥ torio 

de la técnica uk:1ice s por Takeoki et el ( 43 ). 

30 e- de ec,I-ir:s¥cr - ( ; rir:¥.cee oler cea ) previa 

mente lavadas, se u:•ráen en el refri er color la no- 

che anterior corservindoles humei.ccs. 	Se les ouita 

la vena central y la punta, se picri finr:!:.ente y se 

colocan en un v. -.so de licuadora (enfri.L do en conge- 

lador dure:nte 30 inin ). 	se <:.diciornG:n 180 rnl de me  

dio de aislamiento ( 200 ml de sc.cc.+rose, 20 mM de - 

tricine, 5 mis. de MgC1 .6H20, 50 mh. de 1<C1 y o.5 rrsú 

de escorbuto ), se licua dur¥.rJe 5 ;:e if..:dOs• :ii terma 

tenterer.te. 	Inri eñi r `, ,r:cr, te ; e f l.tra a t,rrves de 

4 cap s de Cesa co] oc:¥d.es `-n un enhuco de fi 1 
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eión rápida, para eliminar los residuos de hoja - 

que no fueron molidos. 	El hor:.o{¥eni zi,do se colo- 

ca en los tubos de centrifuga previ.cii:,elnte er- fria-; 

dos 	y se c :'uilibbran. 	Se contr ifu e a ] 500 rpm 

dur::te 3 r! i.r;utos ( en une ccntrrl:.¥r 	I':SE :s ocie7.o 

LR-6 con csb- eel ); en este paso se el i:r.ins el se 

dimento que contiene Iz s cc1v1_ 	enteras, nllcleos 

y pared celular. 	El sobren. 	r:te se cera?'i.f?:a 

a 3,508 rpm durente 8 minutos. 	Se elimina el -- 

sob;rena.delnte y el sedimento c?ue contiene los clo-

rox:letos se 1 va con un rr,ecuio de r'u.sncreion ( -

100 MM, ce sec& T osa , 20 rnD; ce tr'i.cJ ne, 5 mJ de - - 

I C1,...6HL0, 50 mL de FC1 ); cuid dos.z.mente con un 
G 	G 

tubo de cns&yo que contiene _'alelo se re::uevC el —

pcouete de cic<< ot 1c.i,tos, se ::o!:o eni se. y se contri 

fuga a. 3 500 rpm por 8 minutos. 	Este procedimien 

to de leve-do se repite dos veces con la 1: inalided 

de 	e1_in;i.r, r irl:ure;es. 	Firi imente el cedir:.ento se 

resus vende en 3 r l de rr,: ci.e de resuspc.r c-ion sin ESA 

y se conserva en Un tubo de er:seye cubierto to con -- 

I eppel e. unm,ir•io e baja tcrr:perc;tLre er. un bao de --- 

hielo. 	:•n esta metodol o ,ia r= s in:I o , t., r te con
Hs 
er- 

vrr le temrcrttirr a 4 oC como nxirro 

 

y r-, un p de 

8.00 
II.- 	D iTEril, 1P,ACIOI'; DE C] 0: (`r I Lh. 

Ee t.& c c .erre anee ón se re, 1 i : óI o r un ^.¿ Lodo es 

pectrofoto?i!¥tri co, cuyrs cct..r cio.,c e fueron cica iva- 
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das de los coeficientes de obsortividad molar de 

las diferentes clorofilas ( 28,45 ). 

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

• a:ior.a 5 n ci '•1 = acetona al ¥ a ¥Q . A dos ('.e ellos .1e 

• les ror.e un 	ah i cuc, te, de. 	0 )J.t de Ir- :v.: r c ;ion de 

• eloropli: stos  r evii:nic.rite homo, er.c i.cios, se cubren 

los -tres tubos con r:aj e1. i,;-.r , f; in; e i nmed i : t: rente 

se agitan en iiri vortex _ or ;Q segundos y se incu-- 

• ban en 1e obscuridad durante 5 minutos; se cen'l•ifu 

dan 1.^s dos lr:ue:=trt:: en una c:ct:triSt:.ga clínica mo— 

delo CL I`O 197 / , a vel ocidad 	:in; a. por 5  

tos, se decante y é: 3. :02'2'C r".i: Cl' ? te ae I.f determina 

la absorbenci.e. e 649 y 665 nrn contra el blanco de 

acetona en un espec roto tonetx a Cr r.l- Ze;.ss I4 Q 111, 

• 45309—PI Q 11 ¿6275, ce1ciali~nndo los valer-es con le — 

siguiente ecuación: 

clorofila total 
en mg / ml 	= 6.45 ( A665 ) + 17.72 ( A449 

III . — ItCi JE DE CI_C, CILP TOS DE CL SE 11 CON L1 

L} IA lDES 'E 11 t_'i'<Cit.;11; .LES 

El marcaje de- e e,: or1ates .?e repIi<Ú segun una 

adaptación e1 mótoc;o rcl oz t- o por !'c Cariy et al — 

larr 	( 29 ) . 

En una cubeta :-•efrif'era de. I_or :gua, se col can 
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• 7 ml de un predio de i•esuspension ( 100 mN de saca-

rosa, 20 mM de tr eina, 5 mM de IúgC].2.6H2O y 50 mM 

de KCl ), se colocan '70 Jj,L de mv 0.5 M y 140 J,(; de 

clorofila ( 20 U g /ml ) y se iI c'ubz r or un minuto 

en le luz y/o obseuriced con eo.r,cetr•r-eones erecie 

tes de mele.imidss bifuncioneles ( 0.0, 0.05 m!, 0. 

InM, 0.3 rn115, 0.5 mM ),v.r.r ve.? terminada le irlcuh --

ci6n se procede a p:sar el contenido de la cubeta 

a un tubo de centrífuga que previamente contiene - 

15 ml de una Iíe7ela die re.,usoerlslon c]I]iiler 2 l- - 

• anterior con la diferencia de ou G'.si'e contiene --

0.1 3% de- F5A desf-rr sr óa y 0.05 ml de 2-rerc :ptoeta 

• no? concentre-da ( cuv fuIción es parar le reacciá 

y se centrifugan los ci c,r•orlsc- : os ( ahora na rcac?os 

en una centrifu¿,C ?:SE modelo I,E-F con cebeza1 a --

5 000 rpm por esr,,a ci.o de 1.0 minutos cesrues de lo 

cual se desecha el solrer;ad-1,te ( fig. IV.-1 ) 

Para le medición del transporte de electrones 

los cloroplastos marcados arios se resuspenóen en ? ml d 

• una Irles-cla de reacción que contiene 100 rnli' de saca 

rosa, 20 mM de t:' i c i ne , 5 mh: de MEC1. 6H2O ,y 50 mll' 

de KC1 y 0.1 	de ESA derF J': salle. 

• Para le medición de 1e bomba de protones ones y la 

fotofosfori leción, se r•esusI-.ondi6 a los cloroplas-

tos n;aresdos en 7 ml de una r!e;c1a de rer.cción que 

contiene 100 mM de i:C1 y 5 r.L. de  I,'gC12.6I.120 



FIG. IV-1 

2 

t1,i1J)/4t £j > > 

 >"" 2" ) 1 p)_ 

i 

 o 

1 

« 
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Para realizar los marcajes se siguió él esquema 

que se muestra a conti.nuacián; 

cancentr cGn 
• rnl 	de 	 de 	çeri.odo de 
• tubo 	1 	R 	m ]. 	in,ide 	fr-ci.b=¥ci3n 

} 

1 	 7 	_ _ _ _ 1 min 

• 2 	 7 	- 	-- 	- 	-- l 	riin 

• 3 	 7 	 0.05 mM 1 	rT. i n 

4 	 l 	 0.05 1 

5 	 7 	 0.1 	r¥7W 1 	ir i n 

6 	 7 	 0.3 	mM 1 mmn 

• 7 	 7 	 0.5 	mM. 1 	r.in 

IV 	1tiC1:J 	DE 	CI,C, C; Lt. 	n"C. 	DE 	C l 1, S 	II CC'I 	t.^,A] EI 

)IDAS 	F_i7 UhCIC1'P.] ?;S 	li^ 	,CAJEE CC )A KEM EN 

LA 	C•I SC.iUi ID 	D. 

En une cubeta 	de vidrie refri 	orrcia ror 	-gua 

se colocrn 7 ml de medio de resu: pc_nsián sin FSA 

( 	100 m1,, de 	s&carosa, 	PO rnL 	de 	tricine, 	5 mM de — 

I,'.L C1¥ . 6H,0 y 	50 ml," 	de 	}C1 	,l 	a 	los 	cueles se agregan 

70 U 1 	de MV 0.5 M 	( 	c.c¥}ptor artificial de electro 

nes 	) 	y 	140 	g de 	c1or•ofila. 	Se 	incube por un — 

minuto 	con 0.1 	mM 	de 	1; ,hc: 	en 	le 	ot:.=cridad e 	irur:e-- 

dir .:rer,ie deslues se incube 	con concentraciones — 

crecientes de rnaleirnicia 	t,ifu.ncior«yi 	por un :anoto 

en presencie de luz 	( 	fíg 	IV-2 	) ; 	un r 	vez tei r: ire— 



o 
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da la incubación, se procede a pasar el contenido 

de la cubeta a un tubo de centr 1fuga que t;.reviamen 

te contiene 15 ml de medio de resuspersion con 0,1 

de ESA Cest_1 asado y 0.05 ml de r . erc. ptoetano1 

( para pax•ax• la reacción ) y se ec.rrt_ ifu r r los ---

cloro111 stos a 5 000 rpm por espacio ce 10 !.ir:utos 

en una ceratlrffuL.a ?31; r::odel.o L1-6 con c , c. rl_, des 

pues de lo cual se deseche el scbiendnte v se --

prpcede.a medir la bomba de protones y la fotofos-

f orni ].eci 6n. 

V .- 1iD1C101S DEL 'J:I S1'C T1 IJJL };►. C1'r;P :5 

', s noee er.. el hacho de cue J or efecto de -

le ]uxs hay .totól i sis del ;'cua , y de Que el ox e-

no es un elemento r..l ectT oiriduci le, originando una 

once que se fue e detectar lor medio de un eiectr6 

do, que mide el Eraciiente e1ectrorui;,ico por efec-

to de le co:rr.er r.ra ci.6r. de oxígeno rr t r:teniendo  cons 

trr,te el voltaje aja i ca c3o, se c rr,t 1 eo en este caso 

un elect.ródo de tipo Clr✓rk ( 12 ) :.ue mide los --- 

cambios de concentración cie oxf ergo que se produ-- 

cFn por la fot6lisis del aria. 	Este electr6do es 

te compuesto ;por un e t.odc de latino y un ánodo -

de plata los que catan en contacto con una s•oiu----- 

ci6n concentrada de cloruro de i o; -.io, la que r: - 

su ere, esta conter.i di en tes i errl:r<.rna de T o] itetra 
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fludroetileno ( IPFE ) que est en contacto con 

el medio de reacción, protegiendo al eleetródo - 

de sulstariciss contarriin.rytes y siendo permeable 

8 	:EFS. 	Se consJ.ac-rE• que la pr:rneat .....ac es 

selectiva, porque en el caso prtícular del ox 

geno en la mezcla de reacción es el tnieo que - 

estvari•ndo. 	Aplicando un yo) taje de 0.5 e 0.8 

Volts a trves de los eiectródos, la corriente 

es proporcional a la concentrE cióri de oxigeno - 

en le cubeta de reacc6n. 

En el electródo de tiro CJrk se efactiíar 

les siguientes reacciones: 

Ano do 

4 Ag 	4 el 	 —y 4 ACl + 4 e 

Ctodo 

14 + 4 	+ 0_-_--3 

4 ti 	+ 4 Ag 	+ 4 el 	+ Ca----> 4 AgC1 + 2 H20 

Los canhios de corriente detectad<--s en el - 

electródo son traducidos a voltaje por un oxfrne-

tro construido por el Dr hichu. rd Dilley ( en nues 

t1, 0 la'coratoro ), es,e tlt Ti: o est.conc -ctEcio e un 

re'istradoi Bec1:rnan con unsantrr d 	:e ¡ximo de 

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

r i e os. 

El esquema mostrdo en la f4iur a 	1V--3 ) - 
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ilustra la disjosición del equipo empleado, que -

consta de lo siguiente; Un proyector SÚwyv,exs con 

una ].ampara de 500 W pera proporcionar luz hasta. -

satur ci6n, el rayo de luz pasa e traves pie una --

.1 ente de Isa¥.a cue consiste de una sa ur, i.ón de .,ul 

fato de cobre al 2 %, contenida en une rnr tra z de -

i}o_la de 500 rnl., que hace la función (le filtro, con 

centrando la luz y e15.rc:zn r:do el calor de 1a lempa 

re para que este no 1i.egue e. le c'mere de reacción 

la cual a su vez se encuentra re¡refrierade T'Or agua 

esta Ccl; %.ra e t sostenida 501 re un `,1 =-Or 11:  t1é 

tico oue i antiene rronogénea la i a ension y la cue 

a su ves -tiene edaptdo el e j ec 2 ¿,do de tipo  Cl ark 

donde se ajuste perfee :.::r'nte. 

era 	medir las reacciones, , se usó une i e Cl a 

de reacción standard que contiene : 100 mlv de saca 

rosa, 20 r I de tricina, 50 rnhS de KC1., 5 	`t. de JTIgC1 

6H20 y 0.1 jo de ESA desgrasa da. 

Ira calibración se ree-li:6 con la re:>cls de -

reacr_•ión st ridard y 50 n:; de fer7 ici  u o. 

En todas leas rt;alein,i das se probó el transpor- 

te de electrones l;alai r:si copio el fosforil.ente. 

I1as reacciones efectuadas en la me¥.cla son: 

cacciár, Total 15 T + I'S 1:I 

1120 — ------ } ?•V 

2120 + 2 )V — 	a 2 h'VH2 + 02 

2 k:VH2 + 2 02 + 4 1i--- 	). 2 H2O2 
transrnort4 adose 	1 02/ 4 e- 
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Calibración 	 H . 
1120 	) 	Fe(CN)6• 

2 H20 	+ 	4 	re(C1\)6 - 	___..__A.__ D 	0 	+ 	4 	H+ 	+ 	4 F'e(CN)6 

trars portcndase 	1 0, 	/ 4 e 
c 

Los tos obtenidas en el graf;1.cador nos in- 

dican la velocidad de consumo o producción de oxi— 

geno, 	lo cual se puede determinar comparando la -- 

pendiente del control con los trapos obtenidos pa_ 

re 	las 	diferentes 	lroLlemps 	con las r:,c leimidss, 	-- 

calibrando 	con una 	soluc6ñ de Fe(CI¥)6 	0.05 1 	que 

cuando se agregan 10)J_ i e -;u.ivsle a 0.5 AI eq de e 

en 2 M1, 	lc que se emplea para 	hacer la 	conversion 

• a II;i  croe quivalentes 	de 	electrones 	por hora 	por mi 

li_rano de clorofila, 	que es la 	e¥.preEion final - 

del resultado 

0.5 	ec 	e 	GO JI11 I./itir—r — 	_ F 
P:o 	de 	12ness 	 n.g/I:+l 	de 	clo- 

• recoi ricas 	 rofila. adicio 
el c librar 	nada 

• jL eq e7 Hr / mg de clorofila. 

¥tk 

¥4 
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VI .- I iEDICION DE LA E01¥ PA DE 1' OT.01\ES 

Se mide el Fra d 1 ente de protones, red istraa.ndo 

1. os ca'r íos de p en un potCnc1omeiro 	Çorning is;o 

del o 12 c: o j•i una l : 1. e C; 1 a 	 `. e t

f

•. rl ! ! ¥.4 1. \i. a , , a . la !s i ... c .4 4. de 

reacción que contiene los clo! ol fastos, cuando o es-

ta es i 1.u,,i n . da e un pII = 6. 

La velocidad ,ti el c'3n Y io de pH e pueden cal 

rular por l'c. di f eres Cía de pendí ente y tam 't0 del 

trao, debida a la alcali.n 	=ciGn del medio al ser 

i.rc:ntsr ortadoa los i ? oLene: hi,eia 	(ityS'tro .Je los ti 

l2coides. 	El flujo inverso de I,ro;er, es sucede T- 

cual,da se ap Ea la luz, Erro con una velocidad !:;C- 

nor. 

E, ;::edío de y e cci C>r_ sir i;c:ar'ñ contiene 1.00 mdd 

de KCI y 5 lnA: de AEC1,.6H O y u.5 mr,í de i¥V, tiene 

a demt e 20 	de clorofila  car ml. 

Los iris t_ i.mentac el::pl aac se c-s ueiiia ti ran 

en la fig IV-5 ; el e ,cipo conste de un p oyector 

Sstiwyers con una l r-f pa ra cc 5bb(. Vt, haca 	o pasar - 

la luz por una lente cae Is v,a, reza concentrar los 

rayos y elininar el calor. 	La cubeta de resc ciÓn 

tiene doble camisa con flujo de rua pare conservar 

la ter .per.-tara, dentro de la cubeta cíe reacción se 

cun.er{ae r;1 c:!ec:trót5o ccornec"pedo X91 Ioteinr.ioiet;ro, 

el cu= 1 t st eoor:ects do Ka un Eraficador 1 c;ckrr.r n, que 

r'e i : tra los CN:r.,t ios de pN r'or medio de los cs :b os 
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de voltaje que registra. 

Cuando se iluminan los cloropistos ce genera 

un prediente j:rotOvico en el que se caten en 

los j:otoes hacia el interior del tiJjcoid r 	 e 

de los cloroplastos y por ianto se alcelari7c el - 

H medio externo que es el 	qu 	idG el electr6cio. 

Vi! .- IVflDJ.eIc;N .UI-. LA 1'OT0IOS1OhILAC.LoI' 

Se mide 1a tener-.ciÓn de iones 0H que son --

exou.1.sados hacia c.1 medio *xterjo del tilacoide, lo 

cual se icrs reistrndo loe canhaos de p en un 

potenciometro 	Co!nin& modelo l con i;ne Escale - 

expandida ) , a le n;e cJa dei€CCi ón, cuando esta 

es u 	e 

Le velocidad de sintesis de- A1,1 ae yUede cs!_ 

culer por la dii erencia oc la erdiente de los pro 

biemas con las di erer.tes male ami das en contraste 

con el trao control y cali trando con }L 1 de }¡Cl 

U.0 1\ 

El medio de reaccuon standard contiene bU rrJ 

de KCI y 5 inMI de ICl2.bH,.O, U.5 inri.,  cie :V, iujL 
de Pu 0. 3 !/ ml y 10 )l, 1 de ADJ 0.1 m. / ini. 

Losin- at 3n entos er pi dos se ceiueinatien en 

la 1iur'5 IV-5 « el euiro 	el nismo que se des- 

cril:ió rera le Lor; 	de trotones. 

Cundo se iluiran los clororlastos re inicia 
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• la síntesis de ATIJ trayendo como consecuencia la libe 

ración de iones oir provenientes del fosfato inorgS--
• pico, 	reacción que 	se La_eva e 	cebo en la A'TP, se del — 

clo 	oplr. sto, 	como 	la 	sínte -is 	de 	Íl T'I' Se 	va 	- 	1_1'evñr  

a una vei.oe1da d. constante entonces se va 	e 	(. soz'vcr 

une 	conGt,,,rlte liberacjon de 	iones CH 	lo 	cual 	se va a 

reflejar en una cor: etc nte alcalinización del 	medio ex 

terno. 

LOS tr•a: os obtenidos en el gr•aficedor nos indi— 

• cán la veloc] dad de síntesis de AT}', 	lo 	cual se puede 

determinar co 	r-z sndo 14: 	er,di en t;e del 	control con -- 

los 	tra .os 	obtenidos 	por 	los 	a 	.1erenti es 	1^¥l-'r)L 1. ::¥ias 	con 

i 

mel_elínidas, 	ce1.ibr¥.ndo 	con 	HCl 	U.0 	1 	),1 	u.e 	eoui-- 

v<.1e 	a 	U.U5 fj,, ec 	de 	l: 	7 o 	ouc 	se 	en,rle,; 	pare. 	hacer la 

conversión de Jnicroeouivalentes de 	`1'F por hora por — 

mng de clorofila, 	que es la e>.presion final 	del resul— 

tado 

 

• 0.05 AL ea 	ATP 	y 60 	mm n / Hr  
no de lineas 	 n:g/rn1 de 	do— 

recorrid s 	rofila eciicio  

al ce:Lil rc-r 	 nada 	 • 

JLeq, ATF / Hr / m 	de elorof112. 	 • • 

{1. 
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ESULTA DOS Y DI SCUSION 

l.- 	Efecto de rieleim-id s monofuncionales 	en el - 

tren 	roYte 	de 	electrones 	sel SJ 	fosf02''7lente. 

En 	les 	fi . ur e 	V-1 y 1r-.3 	, 	I: oder:os 	ol server - 

el 	efecto 	de 	les 	:;,cleiu.ld: s 	i,.onofi:r:cioncles 	sobre 

el tr-•erisrlorte 	de 	rlcct,ro ee h s<<l cundo 	se 	incuban 

los 	c1o,'opl.stos 	ei. 	i res e 	eis 	dE 	mc1einiz 	e 	en 	la 

luz y 	cuer_c c se 	incutan en ]e 	obscuridad, 	se- puede 

o ee ver que II 	ir.hice el transporte de electrones 

be sal cuando se incut.e en 1n luz pero no cuando se 

incuba 	en le obscuridad, 	lo que suEiere que 1Il 	es 

un 	ir_hit, idor del 	trrrr:sriorte de 	electrones, 	pero 	na  

re 	u.e puede inhibir necesite 	de le presencia de - 

le 	luz probable: ente l o": cue la 	luz induce un cambio 
ti 

confor,:,acionaal en la membrana, 	que permite su en-- 

tredr 	h¥:ste le 	cadena 	transportadora de electrones 

o 'r. len 	cue 	se 	ex i oner_ k-ruI os 	-S1] que 	en 	le 	obscuri 

dad no 	cst¥r, exluee os y entonces puede Lrber reac 

Cidn: 	con 	lc. 	Inelein!i ds 	Itonofunc 1 O.'"iF 1. 	Si 	esto 	es  

así, 	entonces es 	Ñcflnente c}:plic¥tle I'or'que el - 
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2.- Efecto de Iis.tci.Ir?ices r.:onaf.;r,c:lcn les en la --

bomba de protones y i ot,ofosfori 1 :cci6>n. 

En Zas 	 ti figuras V-5 	► 	 a ,., 	 y -¥7 _'hC. de Ob c?2'\'E T';';e :U.e 

ni !b ni HEN, tienen niljrt-tin efecto sobre la i_omba 

de peor enes, lo que nos per•rni te come? u,ir 7iue s u - - 

efecto no es a nivel de les rcaccior;cas de tr nsferen 

cie de energía, ye que no !-,ay inhibición de de 1.a 

generación de ¡ap 	C1.1.:=n(10 se rr)ií 16 la :f ot:.ofo fo- 

rileci6n ( figuras V-6 y V-8 ) , se rudo observar -

cue I'E,h• inilitíe la fotofo:afori1a:ci.6ni cuando se ir_-

cubahe en ? e luz: y no en la obscuridad, ? o oue de-

mostraba aue 3;E1y: es un ir:hi:i:;c.+r específico de CFI 

corro ya estaba reportado en 1e literatura. 	Sin - 

embergo en el caso de 1W, se vio que ararte de in-

hiir le fotofosforá.la•cián cuando se ir..r.utc. ;a en -

1a luz, tc::tien prr-sentaba un efecto inh:i'r..itor o -

en la otscuridr-d cucado este con:c,uest,o se hs]_1s en 

altas cor.centrr clones, lo cue.1 e::.t:á concordando con 

el hecho de que este cor.,puesto es un ir.hibidor de 

la cadena. trens oz tadcrs ci electrones 	es intere 

sente notar que la itrliCE. diferencia que tiene este 

compuesto con I'EM es urn E-,_ upo 0H en vez del CH3 - 4 
de I¥Eh9, jaro cono Iua.ñe verse esta cdifereneia. es - 

irás que suficiente pare cajr.biar el sitio de reacción 
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con grul.os -SH que va a preferir el reactivo y así 

afectar diferente función. 

3 .- Efecto de ma.leirl:ide.s bifuncionr les en el trsns. 

porte de etc-c'r'ones br"sa1 y foc for i.iant;e. 

En las figuras V-9 y \'-11, se ruede observar 

el 	efecto de las diferentes I: ;aI.cii: idas en el trsns 

porte de electrones basal y como puede v se, hi•, 

EEMM, y 1, 4-Dh:E no presentan ningun efecto sobre el 

tr: nst:orte de electrones basal cuando se ii:cu.ra en: 

la iuz, r::.entrras que cu ".r'.c:o se .ncuiben en la ot acu 

riciad sello 	y EE1.Iv; no presenten ningun efecto so 

bre el trans! orce de electrones basal. 	Con respec 

to a las deI:! S mal elir cica, :`lIede verse que FEli y --

1, 6-DIH son in'r.i.bidores del sistema de trsns! orte 

de electrones ye que irliben el transporte de eles 

trenes basal tanto en luz corso en obscuridad, sin 

embargo un dato ini.eresi.r:te se tiene con ?,zi-DIvB - 

ya que este reo irlhite en la luz pero si en la ots- 

cv.ridad, lo que I,uede 	er'ir que se este uniendo 

a Una Proteína de r:EII:C 7'a.I1r (fue este i2.i imerlleIlte -

ligada con le cadena transportadora: de electrones. 

y c ue tiene grupos -SI¡ que es-tan <: cc¥ sib1 es en_ la 

obscuridad y en ec nitiio en ir U7 c s probable que 

sufra un cambio eonfo.'r: c. ci r.r;?1 de tal forma que - 

ahora se ericueni?'i ri ese. " 2"Iglcioa C i et osupas --SIj 

y 	entonces no son (det.ec ts Ces i or la n sleiI:.i da. - 
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Además es importante hacer notar que al ser mnlei 

midas de diferentes longitudes hi.d.rocarbonadas lo 

más lógico espereb.le es que se encontrarrí una dis 

tanda óptima de inhil i ci6r. y sea de ]r  

tr .n T::or"t éoi a de electrones o de la ; intesis de 

ATF, pero corno ,puede verse enuí, no hay relación 

entre la longitud de la cadena z":ld:.'C).....?^ cn de y 

la inhibición. 

Con respecto el transporte orce de electrones fos 

forilc-.nte ( figuras \'-10 y \r-12 ) se ruede obser-

var ,_ue el tr: r,a ;•or te de electrones fosfoni lante 

es afectado Por -todas las iras ei>}:i ds a ecepci 6n 

de Eri 	cundo se incuban los ttfla.coirdos con malei 

midas en le luz. 	tara el caso de 1= Eh y l,€-D1H 

era lógico va oue como dijimos antes son inhibido 

res o€-1 trar.-sl or•te de electrones, lo nue es compro 

cado por le irhici6n que nuests&n estos cor,rues 

tos en la obscuridad ( fig, V-12 ) , aquí es intere 

serte hacer notar que 1,4-DIi-1 activa el transporte 

de electrones fosforilnte en la obscuridad. 

Er. el caso de 1,4--D.'E se otse vr: en'.orces una 

inhibición del transporte ce electrones fosforilan 

te CU' nulo se incu¥:.n los t:] cuide 	con F:It?1Glid s 

en la luz lo cual roñria sugerir que este compues-

to o este actuar,c c sobre le J:TF:: se- 6 e; ta, actuando 

a nivel de las reacciones  de tr< na "er :.r,cic de ener 

gla.; sin e.rrL•e•rgo, este a isi o coi.} 1.c : úo nuestra un 
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incremento en el transporte de electrones fosfori 

lente cuando se recli <a lca incube cidn en la oYscu 

rided y entonces esto odrí.i sugerir  que es un de 

sacoplante, Pero e to e stiLT' cu-ndo eC: n,,31en 

los resultdos de la o .b : (:e pistones y f attafos f o 

rilsci6n. 	rara FId se i uede o¥sei'var une ii era 

inhibición del tr; r.sj or re de electrones fosfori..isn 

te tanto cuando se ir;ct:r G er. ]a 	como en ]s obs 

curidad lo que entonces sugiere que entonces su rie 

re oue este c arnpu.es 1-o o eeti a e nivel de las resc- 

cianes de tz"enafrz•er:cie de t :ser g P a 	:,cr sor. re la 

TPr.sa, pero aun es ;;:c`:s interesante notar que k; 1I: 

casi ro actué en el tr-_.r..- ort e ce electrones "osfo 

rilca.nte ni en le li E ri en la a1',cCl?.1 7 C?, lo a e — 

entonces quiere decir que 	)i(ri', esté c-ntr e 1'u.:;ando 

en r•'upos -SH diferentes a los iue entrecruzan las 

derr, s rnaleirnióes. 

/4.- Efecto de n:e1 eirr:idrvs Lifunci oral es sobre le -

borr,be de protones. 

Como I'ueñe a> se vaz -e en les f; _r:res V-1.3 y 

V-15 les ernleirr,ides 1.,E-J;H y1:'EM no presenten - 

nirun efecto en e boP.:ha de I.7 o1or,[::s r:1 cuando — 

se 	lncu' e en la .l.u2 ni cuendo se inerte en la ors 

cu.rid d, lo cual concuerda con el hecho de que in 

liben a la cadena transportadora de electrones, - 

pero para que estoser; reelrrer?te col;cordente, es 
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necesario entonces proponer que estas mal eimidas - 

inhiben a nivel de IS II y no grites, ya que si fue 

ra así deberían inhibir a le bomba de protones, -- 

Tira el caso de 1, 4—D 	.;e puede o se tic T' aue lnhi 

C e a le bomba de Gro I ocres tC+Jí i o en lu como en obs 

curidad unicarnente cuando se halla en altas concen 

trac]enes, siendo ':;e VOT' su efecto cundo la incuba 

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

alguna proteína i ntir: wr,ente l i eda a la- cadena 	- 

trsr_sportadora de el ctrones como se había sugerido 

arlteri o:.r'Jr;ente y ¿•e ser así este proteína   debe es— 

tar en }'S II. 	El compuesto :".'s .nteresi r;te en la 

inhibición de la bo:r:ba de protones, es el ?;t:1 ya 

que este es el n s potente nitidor de la bomba — 

de protones y solamente inhibe en presencia de la 

luz, lo cual puede sugerir que este comJ:puresti s.c-
túd específícaeente sobre la bomba de protones y 

solamente la inhibe en presencia de la luz lo cual 

indica que es indispensable la luz para que se pie 

de llevar a cabo este inhibicá 6r_ tal vez poroue la 

luz induce un cambio Cor:1Ux'r,aclo2:el que permite - 

que se expongan grupos -SH a los cuales se puede 

unir este compuesto siendo !.:uy ?.rt. o1 an e el he-

cho de que estos grupos -SIl tienen una distancia - 

igual a ?.a (]ue existe entre los centros rec.ctivos 

de esta ro leirrida lo oue explica porque solamente 

esta : eleirnáda produce este efecto de inhibición 
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de la 1omba de 1.rotones. 

Finalmente tembien se puede oboerver que BM 

es un potente inhibidor de la bomba de protones 

cu&rdo se incube on t.1eccides en Is 3117 pero 

este rieimide presente un efecto çe inhii:.ición 

sunej.ente interearte, ya que inhibe uniceierite 

e, la concentración de 0.1 	y reues de esta 

concentración se revierte su electo inhibitorio 

corro puede observarse en le f;ra V-13,  en cam 

bio cuando los tilacoides se incu'cn en la obscu 

ridad no se presert,a ninun efecto inhibitorio. 

5.- Efecto de J:eleimidcs bifuncionales en la foto 

fosori  leo¡ Ón. 

En las fi'uras V-14 y V-16 se muestre el -- 

efecto de lasa irdeimices hi1uncioneics en la foto 

fosforilación y coreo puede verse e exepeión de --

1EI1 y 1, 4-DIiE que inhi Len iotentementele foto--

fosiorilación, las oeies melemcas no presentan 

ningun efecto sobre le fotoi'osfori.Lacion cuando - 

los ti lacoides son incubE do cor. las me eie dís - 

en la ot.scurnded. 

En el caso de ].e incubecior. cori la 1u7, nue-

varr.ente se ve cue EE!rI es el ¡ras uoLente inhibidor 

de la fotofosforilaciori lo cual es lopico porque * 

este compuesto es el nS joterte inil idor de la - 

10 Le de p2ctores, lo que cntonces nos ccii r  5 -- 



• EFECTO DE MALEIMIDAS BIFUNCIONIILES EN L/1 BCMBA DE PROTONES 
(N RCAJE CON L.UZ) 

BEN 

_..._., L6-DMH - 
100, j.• 

1. 

50 	 " 

0,2 0.3 0,1{ 0,5 MM 



BEM 

EFECIO DE M/\LEIMIDAS B1FUNCIONALES EN Ul FOTOFOSFOIILACION 
(MARCAJE Luz) 

o 
o 1, 6-DMH 

w 

LE BMM 
• r 

r r¥ w 

w -. w 

0.1 	0,2 	0,3 	0.I 	0,5 



EFECTO DE MALEIMIDAS BIFUNCION11LES EN UI BOMQI-1 DE PROTONES 
(r RCAJE OBSCURIDAD) 



i • 

0,1 	 0,2 	 0,3 	 011a 	 0,5 

EFECTO DE NVII.I~ I M I DAS B I FUNC I ONALFS EN LA FO1'OFOSFOR I LAC I CN 
(MARCAJE OBSCURIDAD) 

---- 
¥ ¥w 

• 

• 



.L 39 

que este compuesto actúa a nivel de la bombé de —

protones pero no nos descarte la posibilidad de — 

que ectue a nivel de CFI, por otro lado se vuelve 

a ver este efecto de 1 W de i nhi r-ir a la concentra, 

ción de 0.1 mb': y .luego revertir su efecto, Jo que 

tembler, indice oue ts:mr;baen ectue a nivel 'de bomba 

de protones. 	Se ve' una inhibición de i., 4—Dr,'UL :la 

cual nuevamente se };,ice muy evidente a concentre — 

ciones altas lo que entonces confirma que esta --

actuando sobre cc:dE•ri2 t 	1>o t% dora de el c'ti orles 

como ya se dijo y entonces este inhibic2.on de la 

i'otoi'osj'ori:lr ción no es pees que un reflejo de su 

a ccion_ en le cadena de transporte de e? ect:rones,— 

temt.ien puede ct;:e .srse una inhibición, por arte 

de 1, 6—Dl E la cus! se debe a que co:::o ya se i. encio 

nó es un inhibidor ce le cadena de tru:nsporte de 

electrones `' en el ceso de BEIS: es interesante e — 

intrie, rete ver que siendo un inhlt i dor de le cede. 

nc 	de trans orto de electrones no xnh i b-: a la loto 

tosiorileción. 

De lo ar, terror:; ez.te exi uc : io, se puede con--

cluir que ; t:E;+ es un ilnha.bi dor de la cadena de —

transj:ortc de el_ctrcr:r_s. 

l,&—U1_Y Irlhzte G. ]s fotoos1oriLacaón r.e1:>icio a que 

es un znhi bidor de la cadena trrr,sj ortadore de alee 

tronce. 

1,4—DJtJ3 es un cor:,pu::sto que pro 	►.er.,ente se enej yen 
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tre actu.ndo sore une j:rotelna de membrana inti. 

r..amente 

 

ligada con la cadena do rartsporte de clec 

trones y de ser así u:uy proba biererte esta,  proteí-

na se 0flCC-fltr3 en F3 Li. 

:LJ 	SG G1cUefltr'E CC 	ndo 0 	1.-;n 	Vc.1 QO la 

bomba de protones o bien 'otre alguna subunidd de 

la !T]. s 	ue s e 	Cf:t 	de b]. o;ear o no el cCn1 

de protones. 

BM 	Tiene une ecci6n siriilar a .2e de E1i1l, pero es 

te está actuando e un nivel difrente lo cruel es - 

ió ico iorjue es muy diferente a d i tnch a erare 

los mc1eos r ctivo de!: y de EHJ. 

6.- Efecto de rslei:.j dc Lif: cicr les en le fotc-

fosforileción y bomba de :rtcnes revio m -  ca je - 

con ]EL en la ol.scuriúad. 

Cor:o con los de tos Enterio OS era muy dificil 

concluir ue EFfl1 ii ibis 1&nicsrnente e la hornbe de 

protones, era necesario probar esta bi;ótesis, ade 

m1s si terfanos une reecci 6n de er;trecru'ai e nto 

con 	 de GP 1  era ncccaario a. er si los 

ru os -SH que es tLi c's ent2ecru( náo er-n los aue 

se exponen en le lu. o se trstae de un Cntreerua 

r:iento como el reportado por el Dr Jc Carty en su 

reviei6r. de l0 en donde se j r, 	 y un en 

trscruemi ento entre un 	upo ue se exone e l 

1 : 



obscuridad y un grupo que se expone en .14: .l.u%, o 

eran' dos grupos de diferentes subunidades que se 

exponén en la obscuridad, por lo que se decidió 

r•eelisar :una i.?:cui aci 5n con ? rl en la ot:scurirc:d 

( 	ya que se .ira coiY-p rot:r:,3o que en c _ t, s cond i clones 

FEM reo afecta e ninE.una de les sediciones que se 

van a i ea] í¥ 	)f.rre hloouorr loe [-t:Iros -SH que 

pudieran servir de -,n_cl.a rara ::t..e se unieran es-

tas mG].eii:ic:as th, ifur:cionales, y los resultados oue 

se obtuvieron son los s¥.¥uient•es; 

Bomba de protones .- Co,o puede verse en la fisura 

V-17 ninguna de las maleir.:icr:s i ifuncioneles ect:ila 

ahora sobre la l:on:ba de c ro _..c,nes .a e ..e1pci.6ir: ce - -

1, 4-D: E, lo que te-rl-:i na do cc'IYiproc ar que es te co: -

?uesto aciíía a nivel de la cadena t-rar::}ert. dora 

de eletrones y no en koml'a de protones, lo cual se 

sugiere ya que le cinético de inhibición es i -uc 1 

a la ok servaed.a en la figura V-13, r or otro 1.-do - 

esto confirma oue hay un ent,recru. emierto entre - 

dos grupos -SH que estr•n exrv.esto • en la obscuri-

dad y bP1J es quien se egs en ellos, ya que cuan 

do se t.1o^ue.:n estos ya no se puede p:.. ;r E i:?,: y 

entonces ya no :s cepas de 	r:l:il i;^ a le ;_o; t:r de 

protones, lo que entonces aire la posibilidad de 

que EB1,rM es un compuesto cu,y específico ara la 

tol.ba, de : rotores y er;ionc'es r c+n la .;, judo ce }i]\ 

se puede tratar de loc:a 	r en en;e ?:art,e re la 

141 
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membrana se haya 1on.--c1iz.n-.da la Y_om:-,ka de protones, 

fineimonte es interesante oLs I"'Vcir que EM sigue con 

servahdo su cinética de inhibición en .la bon.ba. de -

protones c er'o este con,iuesLo _e une a dos :'u, as - 

-3H que se ey:por..en ur:tc..:: ente en. a.:: Luz. 

J otol`osi:'o rija c1ón 

(:olio auca 	0,. sen t.'i se en La S 1. ).%.'!'2 V-la ` ñ;f: 

cor_serva su I:¥1 sme cinetice de z r:Y:aL3 c.Lon que en los 

casos anteriores,  caso cuna cao as el 1, fI-ii••.E ya que 

este coIr pu Sto ahora no 1iih11_e 7":' Gi?., Lo quiere de-- 

cir entonces que si este actuando a nivel ce la - - 

A'_►'_ n.sa o tarl bien pudiera si ni i :I car oue este con:rues 

tonecesita de 'ru}"os - H ue se c);! or:`,' r, en 1 a _Luz - 

rara que j UedS . ct.uar en Ja C; 	C'I^_. i•2',.!;Sr:O_'"ir`o F? - 

de-' electrones 	C S CEO:" oso oue a : ui no ¡.:usra C?i ee 

to, pero con los datos que se tienen no puede ser -- 

cisraoo. 	Lara ej caso de 1, ;-Dr -, ces 7ipor;: •.nte - 

cer notar que s:.uí r:e c-t:::^.:ac !n ci:r;.,.ce de in-. 

1- ibiclon lo que su i ere que ed&m s de actuar  en la 

Gí d lié trt-I"isorto r Or c de e ect.'."OIses COI,o \'a se des- 

C'_'1b?.f1, ta; ier1 ?ntersccio1"ia con la ! y'a'. .'c. y en es- 

te caso ecttía en ó1?Grent.es i1;F :I e., o 	ie;.: es nosi 

1, Le que corno ahora ye no hay ¿ n u_ os con los cu . les 

puede anclarse, entonces ataca a la ATIesa. 	Cuando 

se analiza la cinética de ir,}",i t:ir. .ár: ce Lb' ahora se 

:Te que ha desaparecido G or c'oi;.r feto 3a ínhit,i c iGn 

a 0.1 ml que C3esj. iIC.s r,e ?"'e"¥'e?"i e. y ahora 3C? tiene 
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una cinética de irii,zcición cons'tL¥n1.e, lo (,ue nos 

indica de que se une a dos grupos -SI-i que ti,ol.r.r•n- 

te se exponen en la luz y sI7tes se unía a uno ex-- 

v.cc_to en la 1u2 	otro r-xrt:e to el la obsc: ;: ic;d 

o a 1.o s1.c„or i dos ex u, ti úc.-r.. 14 a'_ >c:t;xi..;d 	 e 

no 	eran x•esror_s i+hles de is :;.ir: i esis de r.TF 1 er•o 

com h .bí = entz ecru. 	.r.r.to entonces se impedía el 

li re fr:ovirr.i e.nta de t s s1, i ni r: c:es de l 	ol cu- 

la de CF1. 	Fi.nelrnen,tc curdo se ve ?a inhiticidn 

de EEIMN se ve cue hay una ir ;: 	 iciós; .;yaz r'.c la 

o' sea 	s,_ terio,'r:,er:te , r aro con la mis:nr_ tenden- 

cia cia l o au entones iI'_(: cE. -i e ey un erecto suma  

6o de 1_J",1n 	1ci6n de :_e ho:? CE de 	Y C tones 	otro - 

de 1I'!hiC:ie3Ón Ce 1.ú 	 Tii 	se, ein cu: ter esto este 

compuesto ceje de ser ú ti l cono I rs ser :- ;io r^e 

re loco?li%er r la V'orr.hu de I rotOJ':t :7 Sri le me 	a- 

Ahora que ya se s L'íc que estos compuestos 

tensar. L'ne cción directa o r4tiar e E sOC.Te GF x - 
, 

o (7ue nos ie1.i,e'o. scter e r 	ctls eC li.sbeJ1 so- 

Lre la utuszicEa cat.3.í ice e no, :►c c ..l r e ;udo  

sal..er el incubar t;i l.sco2 des ct_ r. ff5 to:3 cono ue: to 

Gro I;¥ r 	 cie de r:ueleot•i.cic,s como .. fF, L.DP y lcc  

re¥..L.l t dos :por: .los S i.t uient 	. 
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.r. 	Y 

EFCCTO DE I¥ (¥ GN U1 BOMBA D 	PROTONES 

CONDICIONES DE 
P¥ 	4 TRATN IENTO 

LUZ 100,00 

LUZ + B M 81,8 ± 	9.90 

LUZ + B M + P I 77.19 -!- 	9, 90 

LUZ  + B M + PI 	+ 	ADP 105,19 ± 17.30 

LUZ +BM+MP 97.4±16,30 

LUZ 	+ 	B M + IITP 94,1±17,60 

LUZ 	'• 	B M a ATP 	+ 	Pi 9/4,3 ± 	6.70 

Marcaje er, z , 	mi.nuL•o con 0.1 nr7 de 13 M en mc d Lo de 
resuspo-: h 



EFECTO DE B M EN LA FOTOFOSFORILACION 

CONDICIONES SINTESIS DE. DE 
TRATAMIENTO ATP 

LUZ 100.00 

LUZ + B M 78,20 ±10.140 

LUZ + B M + NI 71,50±25,140 

LUZ + B M + Pi 	+ 	ADP 79,50 ± 	4.90 

LUZ + B M + ADP 83.10 ± 13.90 

LUZ + B M + ATP 85,40 ±20.00 ' 

LUZ + B M + ATP 	+ 	PI 102.60 t 	7,1.0 

Marcaje con luz por 1 minuto con 0.1 mM de i3 M 	en medio de 
resusp ension sin 	13 S A 



EFECfO DE 	B E M 	EN LA FOr0.=0SFOR1Lf1CI0ti 

CONDICIONES DE SINTESIS DE' 
TRATAMIENTO 

ATP 	7 

► ; LUZ 1.00,00 

LUZ 	- 	13 E M 86.20 ± 13,00 

LUZ + B E M + PI 84,00 ± 21.90 

LUZ + B E M + Pi 	+ ADP 95.00 ± 12,42 

LUZ ¥ B E M + ADP 97.00 ± 21.00 	, 

LUZ + B E M + ATP 103.60 ± 20M0 

LUZ + B E M + ATP 	+ 	PI 113.81 ± 13,85 

Marcaje con luz por 1 n nuto con 0.1 ni de B E M 	en iredio de 
13 sii 	S A resuspensian 



1. • 

EFECTO DE 	BEN 	EN LA BGvÍBA DE PROTONES 

CONDICIONES DE 
H 	• TRATN I ENTO Q 

LUZ 1ca, ao 
LUZ 	+ 	BEN 925O± 82O 

LUZ + 	BEN + Pi 101,55 ± ?.3,00 

LUZ 	+ 	B E M 	+ PI + ADP 9G,32 +13,70 

LUZ + BEN + ADP á:03,20 ± 	3.34 

LUZ + B E M + ATP 105,18 ± 16,50 

LUZ + B E M + ATP + 	PI 99,57 ± 	8,30 

Marcaje con luz por 1 minuto con 0.1 mil de 13 L M en medio de 
resuspension sin 13 S A 

i di¥%kY'4Y 	 -.. ¡.yr.,Gbsa.W 	
.. 	 .. 	.L.:v...:«.rM.:.w-.+...ra+w+r...+¥..............•.ruw_r..v... .. »....,.___.... 	_..._....s ;._...... ...... .... _., 	,..... 	.. 	.,...». _........ ...«-.. .. 	.._. 	 ..... ......—..._. 	_...... 	.. 



1 	.. 

EFECTO DE 	M M 	EN LA BOMBA DE PROTONES 

TRATAMIENTO PN J  
CONDICIONES DE  

LUZ 100,00 

LUZ 	•+- 	E B M M 80.55 ± 	9, 49 

1 Á LUZ + E B M M 83.35 t 10,40 + PI 

LUZ 	} 	E B M M ► Pi 	AD P 99.69 ± 10.60 

LUZ + E BMM ADP 108.6'4±2.12 

LUZ + E B M M + 	ATP 93, 94 ± l9 .71 

LUZ + EBMM + 	ATP 	+ 	Pi 91.58± 13,x. 

Marcaje con luz x r 1 minuto con 0.1 n4 de E 13 M M 	en medio de 
Yesuspension sin 13 $ A ., 



EFECTO DE E B M M 	EN LA FOI.OFOSFORILACION 

SINTESIS DE CONDICIONES DE 
TRATAMIENTO ATP 

1 

LUZ 100.00 

LUZ + EBMM 4O,72±22,20 

LUZ 	+ 	E B M M 	+ 	Pi 55.66 ± 19,52 

LUZ 	+ 	EB MMi 	+ 	PI 	1. 	ADP LI6LB±32180 

LUZ + EBMM + ADP 94140 ± 27.04 

LUZ 	+ E B M M + ATP 105.36 ± 12.10 

LUZ 	+ 	EBMM,+ 	ATP 	+ 	PI 130115±39,52 

Marcaje con luz poi. 1 minuto con 0.1 n-YM de L 13 M M 	en medio ee 
resuspension sin 13 S A 

{ 
til„ 
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CONDICIONES DE 
TRATAMIENTO A PN 

LUZ 100,00 

LUZ + 	1.4--`D"¥`1 ¥l 87,94 ± L2,34 

LUZ + 	1,4 - D M 3 + 	PI 87,61 ± 12,05 

LUZ + 	1,4 - D ViB + 	Pi 	+ 	ADP 91,45 ± 16.99 

LUZ + 	1, 4 - D M 8 + ADP 106 , 53 ±21 62 

LUZ + 	1, 4 - D M + ATP  95.83 ± 	7.75 

LUZ + 	1,4 - D,M D + 	ATP 	PI 117.72 ± 16.6 



LUZ 1ü0,00 

LUZ + 	1, D m Q 52,92 -E- 29,28 

LUZ + 	1L1 — U M U + Pi 70,39 ± 27.12 

LUZ + 	1, La — D Ni B + Pi 	+ 	I\Up 105.89 ± 15 .72 

LUZ + 	1, ü — D M 8 + ADP  

LUZ + 	L.,u — D M U ¥ ATP 159,21 ± 21,86 

LUZ + 	1, u — 1) + ATP 	+ 	Pi 88 	± 1. 33 

4aroa j e eti la luz lacar. 1 minuto con 0.1 irM de 1,4 - 1) M Y 	en medio üa 

resustensi.on sin 13 S A ,., 



L PH I ¥;. 	CONDICIONES DE 
TRATAMIENTO, 

EFEC i 0 DE 1, G - D M H EN LA BOMBA D. PROTONES 

Marcaje en la luz por 1 minuto con 0.1 mM de 1,6 - D M ií en medio de 
resuspension sin 13 S A 



EFECTO DE L6 6 - D M H EN LA FOTOFOSFOR I LAC I GN 

CONDICIONES DE SINTESIS DE • TRATAMIENTO ATP 

LUZ 100.00 

LUZ + 	1,6•= ÜMH 94.94 ± 	4,02 

LUZ + 	1,6 - D M H + PI 86.64 t 11,78 	• 

LUZ + 	1,6 - D M H + PI 	+ 	ADP 112,67± 	6.02 

LUZ + 	1,6 - D M H + 	ADP 100,00±15.00 

LUZ + 	1,6 - D M H + ATP 92.21 ±11,57 

LUZ + 	1,6 - DM H + 	ATP 	+ 	Pi 74.10 ±15.45 

Marcaje en la luz por un minuto con 0.1 mM de 1,6 - D M 11 en medio de  
resuspension si.n',3,  S,,A 



3.56 

Corno puede verse en 	iss th1ss y-]. y V-2 el efoc 

to de BM precticamente no se ve efectdo por la acción 

de los nucleotidos al iusi que pera cl ceso de PE! - 

cue se .uestra en les tebies \T3 y V-4 • 	Yero 

el ceso de Jih se ve queL.y 	ie. revcsr irc:isl 

de su efecto -tnto en o:.Le. corc en otoÇosforiiaci6n 

lo nue juede incii cer eue es e ccruc so está eex;do 

en el sitio cs.talftico de le er)sina, lo cual explica 

porque se revierte sil efecto en le fotofosforiiación 

y temLien es posible aue se este uniendo 	elns su- 

tunicled eue -renu1e el flujo de rrotoncs y esto expl i-

caría el oy oue de le rvere ór. de le ioLbC de proto- 

nes. 	en el ceso ce 1, 4-1,i.E jrt ien se ve une rever- 

sión ;'siciel de su ciecto, lo ou.e nos confirma :zue  si 

actia so---e CF1  y que protaiier:ente su acción sea so- 

bre la sulun.idd catlítice. 	Finalmente en 1,6-DMH 

no se observe- ninun carnt io. 

De lo anteriormente expuesto, se ruede cocluir - 

que les lralei.midas bifuncione] es suc poseen una cha--

teneia entre runo reactive. y g: uo reactivo suc se - 

halle en e]. intcrveio de los 	A 	ios 9.2 1. son -- 

postlesente cepa ces ce entrecruer a la 	;nicad - 

CtJítc de CF1  y ob a 	t- unihd :ue se e 11€ e una 

distancia aproximeda de 8.5 A. 	Yero t&mbicr es posi 

tic o erver que esta distencia no es inica ye que EM 

que tiene 5.5 A t.rr1bien inhibe le sinrtceis de ATP, lo 

oue oicre decir qe 	 f  	rupos ---SH 
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lucrados en la foLo:fosfori.lación que ai3emr's so en— 

cuentran a diferentes distancies entre sí. 	Lo Líni  

co que entonces queda saber es cual o cueles son les 

s ulunid e._ n o uc cis en e.. "te proceso, lo cu,-1 o 

lo se 1.ioClr.  . 	C>er por ?nedio de ]-c; C 1nCt:!'O:or 	1:3 de 

las diferentes subunidedes cue fueron ent.rc.cri.zzed?'S 

tanto con Il 'a,e]_f11? dos fh ,^S CoIPO }'lor h CiOr:dO LISO 

de i::c.l e1R1J_C -_`;S red ioe"iil' -s , pero C010 co no es por— 

• te del objetivo de este tr•eebs ajo solo me corresponde 

• dejar este I.osihiJ idad ehierte , ssí coro la post b1.i1 

d d de loco l i zar e la o: bC: de lar Otl I'1C''.." con yude de 

• estos reectivos de GI?t;l'EC '1: :'C-1I:1 n?".O, lo cual espero 

que pronto 'pee reu ] z;: do 
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lucrados en la fotcfosforilaci6n que a.demés se en— 

cuentran a diferentes distancias entre sí. 	Lo úni 

co que entonces queda saber es cual o cuales son les 

su uni dsc. es  i nvolucr¥ des en erute proceso, lo cual so 

lo se Podrá saber por medio de la ciec't:ro'iorísis de 

las diferentes subunidades ole fueron entrecruzados 

tanto con mp1eirijdns fri-s como hoi¥'. heciendo uso 

de mele171idas radioactivas, pero Como  eso no es par—

te del objetivo de este trb jo solo me corresponde 
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E R R A `T A S 

P 69 ..- rn 1-r_ j irte 	r. r ? 'T' .i r,uiercis: de l Ú ¥ :^c_ • 

L:_ sert;ción , s uer¡. tica de 	..-':¥ ns 	ice: 	- - - 
DESEFIP Ti IDD:.D y debe decir: DCFIr TIV.PD,DID. 

1'n 1es fi: _s \'-1 a 	cr..;rQ la ...c^la 
( A ) en el eje de las Übscis y la e::c-1e 	e re 
tener es la escala ( B ) 

	

100 	 l00 ._ 

	

0 	 50 

5 10 	0 	50 !LM 	14 22 	34 	140 pI e 

	

( A ) 	 ( B ) 

En las i'¥ruras 'J-9 a V-18 se er:cuentra la -- 
eicela ( A ) y las escr1i s correctas son las 521:i te^:. 

ra 	F.M. , EEM , 	es la e: c_ la ( E ). 
Jara 1 .6-D'r:'rl eG : 10,143, 128 y 214 	:•eepect_va::nente. 
Para 1, t,-DE  ,.e 	• 20, 42, 122 5 	14 j 	la¥ p,e ky •¥ a ..Ln e 

n le leyij,a de :.4s 	.1..- 1'-1 a ;'-6 se 	 icicr:a 
0•-1 	y 	22 	en li's t•' rl s y-? y \'-' es 20 »   M, J  

. r—n 1 _s tal' 1'-9 y V-10 es 10 ).¥ M. . 
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