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Los seres vivos, a diferencia de la materia inanimada, son

complejos y presentan un alto grado de organizaci6n est.ructural

que les permite llevar a cabo funciones específicas. 

Para mantener ese estado de orden y funcionalidad los orga- 
nismos extraen y transforman la energía del medio que los rodea. 

La fuente de casi toda la energía biol6gica es la energía
solar, Esta forma de energía es capturada y convertida en ener- 
gía química por organismos fotosintéticos que incluyen a las

plantas verdes y a otras formas de vida como algas y bacterias. 
En la fotosíntesis, las reacciones químicas que dependen de

la energía luminosa se encuentran localizadas en el sistema mem- 
branoso lamelar del cloroplasto, los productos de estas reaccio- 

nes fotodependientes son el N.KDPH y el ATP, los cuales se utíli- 

zan en la síntesis de carbohidratos aue se lleva a cabo en el es- 
troma del cloroplasto. 

Evidencias experimentales indican la participaci6n de dos

fotosistemas en la cadena de transporte de electrones; estos fo- 

tosistemas inducen el flujo de electrones al absorber luz visi- 

ble a través de los pigmentos que los componen. - Los electrones

provenientes del aF-,,ua, que es el donador primario en las plantas

superiores, son transferidos de un acarreador a otro hasta redu- 

cir al NADF , que es el aceptor final de la cadena. , icoplada al

trans-F,orte de electrones se lleva a cabo la síntesis de ATP, ca- 

talizada por el CFI. Los acarreadores de electrones deben guar- 

dar una cierta áístribuci6n y secuencia en la membrana para lle- 
var a cabo sus funciones ( 1), en cambio la enzima aue cataliza

la síntesis de í'2P, se encuentra localizada en el exterior de la

membrana, y no se sabe si interactúa con algun componente de la

cadena transportadora de electrones; todos estos componentes mem- 

branales s9n fosfolípidos y proteinas que tienen grupos funciona- 

les laterales co, io aminas, carboxilos, gulfhidrilos, oxhidrilos, 

etc., que no participan en la union peptidica, 
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Para com-nrender el proceso de la fotosíntesis es ¡ m-nortante

conocer cual es el arreelo espacial de los elementos con activi- 

d9des f,.)tooijímic,9.9 7 enzimátíces de la membrana de los tilacoides. 

Con este rror6sito se han* tisado ('- 0) anticuerpos que reaccionan

con- los acarrPadores de electrones v determinan si estos se encuen- 

tran en el exterior o en el interior de la membrana. También ha si- 

do em -oleada la modificaci6n quimica de algunos Rrupos funcionales

de membrana; esta modificaci6n -Puede ser una uni6n covalente o sim~ 

plemente una perturbaci6n sobre dichos grupos funcionaleá. Dilley
4?) y Giacuinta ( 31) han usado el reactivo hidrofílico n5 penetran- 

te DABS, en membranas de cloroplasto- intactas y encontraron que éste
se une en mayor proporci6n a fotosistema I que ‹ a fotosistema II, lo

cual su.giere que la actividad de PS I se localiza en el exterior de

la membrana, mientras que la mayoría de P , z3 II se encuentra en el in- 

t,e. ior y no es accesible al DABS. Gouli ( 59) encontr6 que el HgC 12r, 

reactivo hidrofilico) inhibe de 11-0 a 60 veces más la fotofosfor lla- 

ci6n en el sitio de acarlamiento 1 asociado a l b I) en cDm-oaraci6n

al sitio de acoplamiento ! I ( asociado a l S II). Estos resultados SU- 

gieren que una porci6n del sitio de acoplamiento I se encuentra en

una regi6n hidrofílica mientras el sitiD de acorlamiento II está en

una reizi6n hidr6foba de la membrana. 

Gon el descubrimiento de aue las membranas de los tilacoides

son más sensibles ha ciertos reactivos, cuando las reacciones se

hacen en presencia de luz que cuando se hacen en la oscuridad, los

estudios de modificaci6n química se han encaminado a encontrar cual

o cuales son los componentes que, cambian su conformaci6n estructu- 

ral a verse afectados por la luz. MeCarty y Fagan ( 2) han demostra- 

do que la SEM, un j eactivo cue se une a los grupos sulfhidrilo de

las prDteinas, se une hasta un 90 Yo del factor de acoplamiento 1

subunidad 1 ) provocando una mayor inhibici6n de la fotofosforila- 

ci6n, cuando la reacci6n se hace en 1,9 luz que cuando se hace en la

oscuridad. Estos hechos sugíeren que en presencia de luz ocurren

cambios en la subunidad 1 de CFI y que estos cambios están asocía- 
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dos a la síntesis de ATI' con exposici6n de grupos sulfhidri- 

lo detectables nor -este reactívo. Andreo y Vallejos ( 57) usando

yodoacetato y reactivos para grupos sulfhidrilo, tambien encontra~ 

ron una - Droporci6n mayor de inhibici6n de la fotofosforilaci6n, 

cuando hicieron la reacci5n en la luz nue cuando la hicier—on en

la oscuridad. Cantley y Gordon ( 61) han demostrado que los grupos

sulfhidrilo de la subunidad X de CF1, se exponen con activaci6n

con calor de la enzima. Portis y Cols. ( 62) encontraron que la expo- 

sici6n de grupos sulfhidrilo en los tilacoides, aumente cuando el

pE está en el intervalo de 7. 1 a B. O. La ircorporaci6n de reacti- 

vos no penetrantps, marcados con tritio, en la subunidad Y de Cyl" 
es posible cuando se ilum.inan los eloroplastos ( 63). 

k¡ raíz de estos resultados se ha. encontrado cue el OF 1 e ont ierle
12 residuos de cistina por mol, 8 de los cuales son grupos sulfhidri

lo libres y 4 ap encuentran involucrados en 2 puentes disulfuro. 
hecientemente se ha difundido mucho el uso de reactivos entre- 

cruzantes, es decir, reactivos que tienen 2 grupos funcionales que

se pueden unir a 2 sitios de una o dos moléculas proteicas, dando

como resultado una estructura rígida en la membrana lo cual le impi- 

de llevar a cabo sus funciones. Novak y Siegenthaler ( 64) usaron el

imidoester bifuncional dicloruro de dimetil- 3, 3'- ditiobisproDionimi- 

dato para entrecruzar rolipéptidos de la membrana del tilacoide. 

E'ncontraron que dos polipéptidos de 25 y 22 kD del complej ' loro - 0 e

fila- proteína 1, se iin an al reactivo, de esto ellos dedujeron que

los dos poliréptidos se encuentran cercanos entre sí en la membrana

del tilacoide. Vnilejos, y — ole. ( 65) encontraron iina inhibici6n de

1.9 síntesis e hidr6lisis de aTI- cuando usaron el reactivo bifuncio- 

nal ;-, 21- ditiobis( 5- nitror)iridina) en claronlastos rreiluminados, 

atribti yendo esta inhibici5n E la oxidaci6n de los j?. rti-pos sulfhidrí- 

lo oue se ex-nonen en la lliz. 

o,' l uso de reactivos bifuncionales para modificar la membrana

del tilac.Ade, en condiciones de tran9rorte de electrones y sínte- 

sis cle áTr, cuantiq se ex7,inen tir,,irnQ, hacia el exterior

de la membri ina, 7 las consecuenciPs en la funcinnalidad de la mem- 
brana, pueden ayudar a localizar las noléculas involucradas en los
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cambios nue sufre la riem1— n,, a_sí cDno e,,, nue f,iriri6ri n.,irtici-nin

cixal es su rosici6n r" res-nerto - otrag rriol. ciligs en la

ne . 

1. Objetívos

i n el nresente trT)bgjo se rretende determinar si en la mernora— 

na del tilac'oide existen componentes au.e rartícipan en el transPor— 

te de electrones o en la fgtofosforilaci6-i, cue Duedan ser entrecru— 

zados - nor ¡ in reactivo bífuncional nara grupos sulfhidrilo, en el rrio— 

Piento en el nue ocurre la. mayor ex-nosici6n df, estos gru-Dos en la mern— 

brana. observando las consecuencias de este entrecruzamiento, al me— 

dir iDosteriormente, en condiciones norinsles, el tr.,ins. llort(- de eleo— 

trones Y la 9lntesis de --iT]?. - E- ara ello se usará el reactivo dimercap— 

to acetato de etj.1- 4-rir.licol nue p-tiede nnirse a rri2i-os oh de tina o dos

m,oléciil,?s. A nvircaje se hara en lan si —ientes condiciones: 

i. Los cloroplastos se encuentran en un medio apropiado -Para

llevar a cabo el trans -porte de electrones y la síntesis de

aTI- y en - presencia de ' luz. 

Ji. Dos eloroplastos se encuentran en el mismo medio aue en i -Pero

en la úscuridad. 

j, os elorwolastos están en el raismo medio pae i T> ero ---1 pF

se camhi8 a valores de 7, ?. 5,  y P. S. 11,' n presencia de luz. 

v. j, os eloroT)Jastos se tratan i(7nal nue Pr ti! pero en la oscu- 

ridad . 

La hi-, Stesis es que si la reac-ci5n del con los ti-lacAdes

se 1lPva a cabo, en las -condiciones i y íií, el reíactivo se podrá unir

a los urupos sulfhídrílo-de d -os mo-Léctilas que se encuentren cercanas
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entre sí, mientras pue en las condiciones lí y iv esto no podrá

ocurrir —nor nó enc-Dntrarze gru-Dos bH accesibles en la membrana. 

La reacci6n sería la sie.uiente: 

H2 COOO—OH2 _SH HS H2COOC—CH2- 6—S— 

ki2GOOC—CH 2- 6H 1, 6 H 2COOC—CH2—z'_ 6

DaEG Iviembrana del Producto

tilacoide

ii1 haber modificaci6n química en la membrana del tilacoide podría
ocurrir: 

8. , ue el re, ctivg se tina a una parte de la cadena transportado— 

ra de electrones, ¡ m-Di.diendo el transporte 7 como consecuen— 

cia la síntesis de - 11T. 

b. iue el sitio dr. acci5n del reactivo fuera en una etapa de la
cadena er la n ' ue hay transferencia de energía ( síntesis de ATP) 

impidiendD la síntesi-s de ¡ 12:11- y como e-insecuencia el transrorte

de electrones. 

i,*l reactivo rodrí;, actnar c?--, 0 lin desaciplante, iripidiendo la

síntesis de ATI- y acelerando el tx-,Rnsnj-rt-.9 de electrones. 
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En Iss células fotosintéticas eucarlotas las elorofilas se
encuentran funcionalmente organizadas dentro de un sistema mem- 

branoso que se localiza en un organelo celular específico; 
el

cloroplasto. júl cloroplasto de una típica planta superior tiene

forma de lente ( Fíg. 1) ton un diámetro de 3 a 6  ; está cons- 

tituido Dor una doble membrana externa, llamada envolturag que

rodea a Lina matriz acuosa, el estroma, en la cual se encuentra

el sistema membranoso o lamelar. l umerosos estudi-os hechos con

cloroplastos enteros ( clase I), indican que la envoltura delclo- 

roplasto actúa como tina barrera selectiva al paso de metabolitos
hacia dentro o hacia fuera del j) lástido. Algunos investigadores

piensan que ade-inás esta -membrana se encuentra involucrada en la
formaci6n del sistema lamelar ( 3). 

El estroma del cloroplasto, es la fase líquida en la cual

se encuentran todas las enzimas del ciclo de Calvin asi u' li' 0 ri- 
bosomas y J11A circular, los cuales tienen un papei juiportante en

los mecanismos de autoregulaci6n y replicaci6n del cloroplastO
4). Usando técnicas de mieroz-copía electr6nica se ha encontrado
que el sistema lamelar de los cloroplastos de plantas superiores, 
está formado por pequeños discos membranosos que se empacan uno
encima del otro constituyendo pilas llamadas granos. 

Gada grano

está compuesto por uos o mas discos que se conocen como tilacoi- 
des; los tilacoides de un grano se unen a los de otro grano a
traves de la lamela del estroma. de ha sugerido que la formaci6n

de los E. ranos en el cloroplasto, 
es consecuencia de algun dafloqua

se pro(juce en el proceso de aislamiento 9 de la -Dreparaci6n que
se hace cuando se observa en el microscopio

electr6nico 5)- Aun

desde este - punto úe vista la tendencia, real o inducida, que tie- 

nen las mem . branas del cloroplasto Dara oreanizarse en pilas essiá
duda el resultado de que existan areas específicas de especializa- 
ci6n memoranal. 

ade, i s de clorofila y otros iAgmentos, 
los tilacoides esFán

con,puestos de lípidos y prz)te¡ nas en igual
proporci5n aproximada- 
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mente. Cerca del 80 56 de los lípidos son sulfolípidos y galacto— 

lípidos ( 6). La figura 2 es un esquema hipotético, propuest-o por

Gitler ( 7), de una meirbrana de esta naturaleza. La membrana está

constituida por tres fases adyacentes, dos acuosas separadas por

una lirídica. En la fase lipídica parecen estar incorporadas las

proteinas como lipoproteinas o proteolípidos responsables de la

especificidad funcional. Existe ademals unn fase adicional cons - 

tituida -Por los carbohidratos, componentes que parecen estar ex- 

clusivamente dirigidos hacia la fase acuosa externa. 1, a mayoría

de la proteina parece ser interna. Hay cierta evidencia de que la

fase lipídica es un continuo, aun cuando esto no se ha logrado

establecer. aparentemente las proteinas están inmersas en el lí- 

rido, sin embargo, los detalles moleculares son todavía muy vagc,. 

Los elementos que constituyen la membrana tienen suficientes gra- 

dos de libertad como para que en algunos casos se pueda considerar

a la membrana como un líquido bidimensional en el cual pueden di~ 
solverse moléculas apolares. 

1. bistema de : Pigmentos

En el sistema lamelar del cio-ropiasto ( granos y lamela del

estrona) se encuentra jor ali7,Fa, jo t-,O(jo e,]. aparato fotosintético

necesario para la conversi6n de la energía solar a energía quími- 

ca. uos - DiUmentos característicos de las células fotosintéticas

pueden ser ela qifícados en tres grupos principales; 
elorofilas, 

carotenoides y ficobilinas Tabla I); la funci6n de estos Digmen- 

tos es suministrar a la planta un sistema eficiente de absorci6n
de luz a traves del espectro visible. Esta energía es entonces

transferida a los centros de reacci6n donde se utiliza para las
reacciones fotoquímicas. 11 conjunto de pigmentos involucrados

en la aosorci5n de luz y en la transferencia de energía, se co- 

noce como - pigmentos cosechadores de luz. i;n la figura 3 se mues- 



FASE ACUOSA

1 C) ---- regíon rica en

E carbohidrato@

GP

rearburoajo? id
líquid o

w

FASE A,' UO6A D;T-aRNA

Fig. 2 Diagrama hipotético de ww Meabrana

bi* 16« Lce, P, prot* inao; GP, glico- 

proteizas; GL, glicolípidos; CO, 

carbohidrato. 
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i. Clorofilas

clorofila a

clorofila b

OG U.H.q.uPNC L& 

Todas las plan- 
tas fotosinteti- 

zadúras ( excerto

bacterias). - 

Plantas surerio- 
res : v algas ver- 

des. 

ii.Ficobilinas

ficocianinas En algas azul~ 

verde y rojas. 

alof icocianina En algas rojas

y azul -verde. 

ficoeritrina En algas rojas
princiralmente

y en algas azul - 
verde. 

iií. Carotenoides

e.,- y) g- carote- 
nos

Xantofilas

luteina

zeaxantina

violaxantina

ew— Ln muchas

hojas y ciertas
algas, en algas

rojas y un gru- 
po de algas vei- 
des ( Siphonales). 

Principal

caroteno de las
demás plantas. 

Principal caro- 

tenol de hojas
verdes, algas

verdes y rojas. 

Segundo mayor

carotenol de las
hojas. 

FTJ140ION

Cosechadora de
luz. 

Cosechadora de

luz. 

Cosechadoras de
luz. 

Cosechadora de

luz. 

Cosechadora de
luz. 

Principalmente
como antioxidan- 

tes, cosechado~ 

res de luz en
menor grado. 

Sufren un ciclo

de oxigenaci6n- 
desoxigenaci6n, 

cuya funci6n se
desconoce. 

Tabla I. Clasificaci6n de los principales Digmentos foto- 

sintéticas. 
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CLOROFILAJ: 

cicreftLa a X= - C,, 

clorofita b %=- CI40

CIUR02EITOS : 

J

c arAm * no

JL N T OF

FICOBILLi" - Noel I:" 

0 1t: 4 0

fic owitraW-lina

moo c" It

O'k cmi

ficecianO6; 6na

Fig. 3 F6raula estructural do log Pig" ILtOd

fotosint6tican. 
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tran las f6rmulas estructurales de los pigmentos fotosintáticos

a) Clorofilas

Hay dos clases de clorofilas en las plantas superiores y las
algas verdes; clorofila a y clorofila b. !, a clorofila a, es el

pigmento mas numeroso y está presente en todos los organismos fo- 

tosintéticos que producen oxigeno molecular. Se han postulado va-, 

rias formas de clorofila a: clo a 6601 clo a 670, clo a 6801 clo a 685' 
clo a 6901 clo a 670* El subíndice indica la longitud de onda de
máxima abs9rci6n. La clorofila b está presente en todas las plan- 

tas superiores y algas verdes. Su absorci6n en el rojo ocurre a

650 nm; se piensa que existen dos formas. elo b64. y clo b650* 

b) Carotenoides

Son los pigmentos naranja y amarillo encontrados en casi to- 
dos los organismos fotosintáticos. Hay dos clases de carotenoides; 
carotenos, de los cuales el 5-caroteno es el mas comin, son hidro- 

carburos y absorben en la regi6n azul del espectro, carotenoles, 

son alcoholes y son llamados comunmente xantofilas. 

e) Ficobilinas

Están presentes en algas rojas y azul -verdes, son tetrapirro- 

les de cadena abierta. Hay dos cíases de ficobilinas; ficocianinas

las cuales Dredominan en algas azul -verdes y absorben a 630 nm, y

las ficocritrinas que predominan en las algas rojas y absorben cer- 
ca a 640 nm. 

Estudios espectrofotométricos de absorci6n reversible de luz

y fluoresencía señalan que es muy posible que las reacciones fo- 

toquimicas primarias tengan lugar en los llamados centros de reac- 

ci6n, los cuales son complejos moleculares que constan de un díme- 
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ro de moléculas de clorofila que interacciona con un pequeño nú- 

mero de moléculas de proteina y con moléculas que pueden ser cx¡- 
dadas o reducidas. La relaci6n de moléculas de clorofila a por

centro de reacci6n es cerca de 200 en algas y plantas superiores
8). 

2. Transporte de Electrones

La eneruía luminosa absorbida por los pigmentos fotosintéti- 

cos accesorios es transferida a las clorofilas a68O- 690 y a? 00 qu3
se encuentran en 2 centros de reacci6n específicos, vía otras mo- 

léculas de clorofila a. De esta manera la eficiencia de la transfe- 

rencia de energía al centro de reacci6n, depende de la distribuci6n

de las moléculas de clorofila a en el sistema de pigmentos y deles4

tado del centro de reacci6n. 

ill hecho de que existan 2 sistemas de pigmentos que absorben

luz de diferente longitud de onda, implica que el transporte de

electrones tiene lugar en dos principales etapas e involucra dos

eventos fotoquímicos cada uno ( je los cuales actúa en un centro de

reacci6n esDecífico. La figura 4 indica ur, posible esquema de la

transmisi6n de la energía a traves de cada sistema de pigmentos

9). 

La - oarticipaci6n de dos eventos fotoquímicos hace posible que

el flujo de electronecs proceda contra un Pradiente electroquímico

de 1. 2 Volts. La figura 5 muestra el el esquema " Z" de la cadena

de transporte de electrones. rn este esquema se señala la posible

secuencia de los acarreadores de acuerdo a sus diferentes poten- 

ciales de 6xi-do- reducci n, así como los sitios que han sido postu- 

lados loara la síntesis de

Pil - nroceso se inicia con la absorci6n de un fot6n por el sis- 

tema de pi7mentos II, la ene.:r ía de excitaci6n es transferida al

centro de reacci6n en donde se encuentra la clorofila a6BO , a es- 

ta unidad fotosintética se le 13, ama P680. c!; l P680 excitado transfie- 

re un elecbr6n al acertor , t y subsecuentemente recuDera unelectr6n
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del donador Z. Despues de que ¿ ha cedido -4 electrones, los vá a

recuperar oxidando dos moléculas de a, 7, ua. A partir de q el elec- 

tr6n pasa a traves de una serie de acarreadores, comensando por

un citocromo b 559 d e bajo potencial, de este a plestoquinona ( P;), 

a cit f, a plastocianina ( PC). La plastocianina transfiere el elec- 

tr6n hasta el sistema de rigmentos I. La unidad fotDsintética en

este centro de reacci6n es llamada P700, la cual es excitada al

llevarse a cabo el segundo evento fotoquímico da la cadena y trans- 

fiere un electr6n al aceptor X. Finalmente el electr6n pasa a tra- 

ves de la sustancia reductora de la ferredoxina a la ferredoxina

Fd), esta lo transfiere a la ferredoxin-Nal)P- reductasa y final- 

mente al nicotinamin adenin dinucleotido fosfato el cual

es reducido a i liDPH. 

be ctee que los acarreadores que catalizan el transporte de

electrones son ; it b 559 de bajo potencial, N, Git f y I -C, en ese

orden ( 10). B*óhme y Oramer 11) demostraron que hay un sitio de

fosforilaci6n entre Pw y Cit f. É; n la última -narte de la cadena, 

el transporte de electrones traza un circuito cerrado utilizando

solo PS I, el cual se conoce como transporte de electrones cícli- 

co y a la formaci6n de ATP que se acompaña, se le ha llamado fo- 

tofosforilaci5n cíclica ( 12). 

Para comprender mejor como se efectúa el transporte de elec- 

trones descrito, es importante conocer un poco mas detalladamente

cada uno de ).,.) s componentes de la cadena. Describiremos primero

los componentes de la cadena transportadora de electrones que per- 

tenecen a P l I. 

a) NADP"' 

Es el acertor electr'--nico final de la cadena red -ox. Tanto

el 14ADP ' como distintos tipos de aceptores electur6nicos artifi- 

ciales tales como Fe( CN) 3-, IV - v quinonas, pueden ser facilmente

reducidos por el sistema lamelar intacto aislado. Esto sugiere que
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los acentores de Pd I son reducidos en el lado externo de la mem- 

brana del tilacoide. Así el NADI'H formado en la fase luminosa es

aprovechado por las enzimas del ciclo de Calvin durante la fase

oscura de la fotosíntesis, ya que estas enzimas se encuentran en

el estroma del eloroplasto. 

b) Fd- NADP- reductasa

Es una flavoproteina que contiene PAD. La enzima es especí-' 

fica para sus donadores electr6nicos Fd o IVADrH pero no es espe- 

cífica para sus aceptores que pueden ser colorantes tales como

ferricianuno, DCIP, Uit f, PC, NAD11 + 

y Fd. Las principales evi- 

dencias de la posici6n de Fd- MDF- reductasa en la cadena son las

siguientes: i. Su reqUerimiento para la reducci6n de NADF4» ( 13). 

ii. La velocidad de su fotareducci6n por cloroplastos aislados es

linealmente dependiente de la cantidad de Fd reducida por el NáDI- + 

J. La reacci6n de Hill en cloroplastos de clase II, es completa -- 

mente inhibida por la adici6n de un anticuerpo contra la flayopro- 

teina. de ha sugerido, en base a este dato, que la enzima está lo~ 

calizada en la cara externa de la membrana. ¡ y. ¿ Se ha encontrado

que la enzima forma un complejo 1: 1 con la Fd ( 14). 

e) Ferredoxina

Es una proteina con hierro y azufre de bajo potencial red~ 

ox; E' = - 0. 42 V. Su posici6n en la cadena se explica por los

siguientes factores: i. Se requiere su adici6n para la reducci6n

del NADP + , en preparaciones que no la contienen. ii. J! Zs reducida

en cloroplastos ju- los que se les ha extraído la Fd- R" F- reductasa

y funciona tambien en presencia de un exceso de an#icuerpos con- 
tra la Fd- NADP- roductasa, los cuales inhiben completamente la re- 

duccí6n de NADF+. 
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d) Sustancia Reductora de la Fe-rredoxina ( SRF) 

Es una sustancia de bajo potencial, cerca de - 0. 55 V, 

se localiza entre 118 1 y Fd. Cuando a los eloroplastos se les

extrae la SRF disminuye su capacidad para reducir al NADII + en

presencia de cantidades 6ptimas de Fd y de la Fd- NADP- reducta- 
ea ( 15). le adici6n de SRF restituye esta actividad. 

e) P? GO

Está constituido por un grupo de moléculas de clorofila si- 

tuadas en un medio ambiente especial, el cual es responsable del

cambio del pico de absorci6n a 700 nm. Constituye cerca del 0. 25

Yo de la clorofila total en las plantas superiores y se detecta por

la disminuci6n de la absorbancia a 700 nm, cuando se oxida. Tiene

un potencial E' = + 0. 43 V, es oxidado por la luz que afecta a PS

I y reducido por la luz que afecta a PS II. Cuando se excita por

un flasch muy intenso de corta duraci6n, es la reacci6n que se

observa mas rápido en PS I. Por lo tanto se supone generalmente

que ocupa la posici6n de donador electr6nico primario para PS I. 

f) Plastocianina ( PC) 

Es una proteina que contiene dos átomos de cobre por molécu- 

la. Hay dos moléculas de plastocianina por cada cien moléculas de
clorofila. La plastocianina oxidada presenta tres bandas de absor- 

ci6n en las regiones del visible e infrarrojo; la banda principal

se encuentra a 597 nm y existen otras bandas menores a 460 y 770
nm. La plastocianina tiene un Dotencial E"= + 0. 37 V entre pH de

5. 4 y 9. 9 y es facilmente fotoreducida T) or cioroplastos aislados. 
jia mayoría de los investigadores concuerdan en que el sitio de ac- 
ci6n de la plastocianina en la cadena es el que se encuentra indi- 
cado en la figura 5. 

g) Citocromo f
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El Cit f es una proteina de naturaleza acídica que tiene un

grupo prostético hemo. Tiene un -Potencial E' = + 0. 365 V en un ín- 

tervalo de PH de 6 a '?. zil citocromo f reducido tiene una banda de

absorci6n a 554 nm y otra a 421 nm. lia relaci5n nolar de clo/,Jit f

por pruDo hemo, en el eloroplasto es cerca de 400. Fué el primer

oomDonente que se localiz6 claramente entre los dos fotosistemas, 

precediendo a la plastocianina. Estudios con inhibidores indican

que se encuentra localizado nas allá del sitio de- acci6n de DGMU

DBDiIB ( 19). 

continuaci6n se describirán los componentes de la cadena

transportadora de electrones que pertenecen a PS II. 

h) Plastoquinona ( PW) 

Es una auinona de naturaleza li-ldica. En la cadena se encuen- 

tra localizada entre los dos fotosistemas, tiene un cambio de absDI- 

bancia a 252 nLm que se debe a su reducci6n, cuando se iluminan

los eloroplastos con un flash que excita a Fd II. El flujo elec- 

tr6níco desde la plastoquinona reducida hasta el Pr?0O oxidado ori- 

gina un incremento en la absorbancia a 703 nm. tíay de 5 a 10 molé- 

culas de plastoquinona por cada 100 moléculas de clorofila. bu lo- 

calizaci6n exacta está basada principalmente en los datos de B"óhme

y Cramer ( ll); quienes mostraron pue DBMIB, un análogo de la PW, 

inhi,be la oxidaci6n de Cit b 559 por 11S I T) ero no su reducci6n por

Pb II. 

i) Citocromos b

Haciendo un análisis de los citocromos -presentes en los clo- 

roplastol, se ha encontrado que hay otros ti -es citocromos que ac- 

túan en el transport -e de electrones fotosintétiao, pero su posi- 

ci6n no está claramente definida todavía. listos son: i. Un cito - 

cromo con una banda- de absorci5n a 559 nm ( Git b559 - 7 que tiene

un potencial alto El = + o 5?1 V y otro menor S' = + 0- 06 Y . i l
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FOCP convierte al citocromo de mayor potencial, el cual es el

de mayor abundancia natural, en el de menor potencial. Cuando

está en la forma de bajo rotencial se comporta como si estuviera

colocado entre los dos fotosistemas b' ig. 5), pero en su estado

natural su posicí6n es incierta, podría estar formando un ciclo

alrededor de P.S II. ii. Citocromo b 5631 es el citocromo de poten— 
cial mas bajo en el material fotosintético E' = — 0. 18 V. Su fun— 

ci6n es incierta y se piensa que puede estar involucrado en e1flu— 

jo electr6nico cíclico alrededor de Pb I. 

J) Compuesto w (-¿) y Gitocromo C 550 cit; e 550 ) 

3e han asociado cambios en la fluoresencia de la clorofila

con el estado de oxidaci5n o de reducci6n del aceptor primario de

electrones de PS II llamado -¿. Q tiene un potencial de E<> = — 0. 03

5 Y, se reduce por excitaci5n de PS II y se oxida por excitaci6n

de Pb I. Su oxidaci6n pero no su reduccí5n es inhibida por DUIVIU. 

Evidencias recientes U8), indican una posible identidad entre U. 

y un compuesto C 550 , el cual muestra un cambio de absorci6n a 550

nm. 

3. Compuestos Generados en el Transporte de Electrones

a) Oxigeno

La evoluci6n de oxíReno no está aun muy bien aclarada. Un

componente Z, desconocido, es el donador primario de electrones. 

Z está ligado a la oxidaci6n del agua a traves de uno o varios pa— 

sos. La naturaleza de Z y de los otros componentes involucrados no
2+ — 

se conoce; se sabe que algunos iones que participan son bin ' 01

y i aHGO 3' 
los cuales están de alguna manera relacionados con la

producci6n de oxígeno molecular proveniente de la oxidaci6n del
agua. Tambien se encuenLra implícita una proteina ( enzíma), pero
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no ha podido ser aislada ni purificada. 

b) ATP

Los sitios de formaci6n de ATP se muestran en la figura 5. 

La reacci6n de fosforilaci6n aue se lleva a cabo, a pE 8. 0, es

la siguiente: 

j + 
luz

ms, 
p3— + HpQ2— 

AD. 
4 + 

H rlo-ro-olastos , 

Idig
2+ + ATP4— + 

H2 0

I

Los mecanismos que se han postulado para la formaci6n de ,£ TP se

expondrán en la secci6n 6 de este capítulo. 

c) NADPH

Como se vi6 anteriormente el Utimo paso de la cadena de

trans -porte de electrones es la reducci6n del W.,iDP + por la ferre— 

doxina y en la cual Darticipa la ferredoxin—iiADP—redtictasa. La

re-acci6n es la sivuiente: 

Fd
red + 

NADP I + H+ 
Fd—RaDP—reductasa - 

Fd
ox + 

NADPri
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4. Yijaci6n da CO2

Iza eficiencia con que se llevan a cabo la formaci6n de ATP

y la reducci6n de NADV', es un factor importante en el proceso

de fijaci6n de CO2. La fijaci6n de CO es el primer paso del ci- 

elo de Calvin que como se ha mencionado se lleva a cabo en eles- 

troma del eloroplasto y representa la llamada " fase oscura" de la

f ot os íntes is

La - Drímera etapa de la reducci6n del bi6xido de carbono con- 

siste en la reacci6n de GO2 con un az-6car de 5 at6mos de carbono, 
la ribulosa 1, 5- difosfato, -Dara formar el ácido 3- fosfoglicérico. 

La enzima que cataliza esta reacci6n es la RuDP- carboxilasa o car- 

boxidismutasa. - a continuaci6n ocurre una serie de reacciones aue

finalmente, darán lu,-,ar a una molécula de F at6mos de carbono, uti- 

lizano al ATI, como fuente de energía y al SADPH como agente reduc- 

tor. La secuencia de reacciones que se llevan a cabo en la fase os- 

cura es la siguiente: 

6 Ribulosa- 1, 5 difosfato + 6CO2 + 6H20
RuDi-- carboxilasa - 

6( intermediario) v. 12 6cido 3- fosfoglj-cSrj-co

quinasa de fosfoglicérico

12 Acido 3- fosfoFlic6rico - 12ATP

12 6cido 1, 3- difosfoglic6ricO + 12ADP

gliceraldehido

12 Acido 1, 5- difosfoglic6ricO + 12N-tDPH
deshidrogenasa

12 aliceralde'rAdo- 3- foqfato + l2vjiDP+ + 12 Pi
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isomerasa de

5 Gliceraldehido- 3- fosfato
tríosafosfato

5 dihidroxíacetona- 

fosfato

3 Gliceraldehido- 3- fosfato + 5 di-Inidroxiacetona- fosfato

aldolasa

3 fructosa- 1, 6- difosfato

3 Fructosa- 1, 6- difosfato - 3H2 () 
fosfatasa - 

3 fructosa -6- 

fosfato + 3 Pi

2 Fructosa- 6- ffosfato + 2 gliceraldehido- 3- fosfato
transcetolasa

2 e-ritrosa- 4- fosfato + 2 xilulosa- 5- fosfatc) 

2 Eritrosa- 4- fosfato + 2 dihi-droxiacetona- fosfato
aldolasa

2 sedoheptul.osa- 1, 7- difosfato

2 6edoheptulosa- 1, 7- difosfato + 2H2 0
fosfatasa

2 sedcheptulosa- 7- fosfato + 2 Pi

2 Sedoheptulosa- 7- fosfato + 2 gliceraldehido- 3- fosfato

transcetolasa
2 ribosa- 5- fosfato + 2 xilulosa- 5- fosfato

2 Ribosa- 5--ofosfato
fosfopentosaisomerasa_ 

P ribulosa- 5- fosfato

4 Xilulosa- 5- fo.9fato
fosfooetoDentosaeDimerasa - 

4 ribulosa- 5- fosfato
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fosfopent-Dauinaza
6 Ribulosa- 5—fosfato + 6 ATII

ro ribulosa- 1, 5—difosfato + 6 ADP

TOTAL

6 Ribulosa- 1, 5—difosfato + 6CO2 + 18 itTP + 12 NiDPH

6 ribulosa- 1, 5—difusfato + fructosa- 6—fosfato + 18 - LDP + 

17 Pi + 12 NAD -P+ 

no figura el H20) 

o, despues de la hidr6lisís del fosfato de hexosa, esquematica— 

mente, 

009 + 5 -- 2P + 2 iNAD1-H + 75H90

1/ 6 hexosa. + 3 1' 1)1 + 3 Iir + 2 + "+ 

La figura 6 es una representaci6n esquemática de la via
seguida - pjr el carbono en la fotosíntesis ( 19). 
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RuP RudP

3 + ro
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GAP GAP GAP GAP GAP GAP

1 Pi
XUP

DHaP

friictosa- P

r EP

Fig. 6 1<ei)re-qentaci6n esquemática de la vía seguida por el car- 

bono en la fotosíntesis. Ru P; ribulosa fosfato, RudF; ri~ 

bulosa difosfato, P- G., j; ácido fosfoalicérico, GáP; glice2Bl- 

dehido fosfato, 
SELtUI; dihidroxiacetona fosfato, XuF; xi - 

lujosa fosfato, Ep; eritrosa fosf-ato, HP; sedoheptulosa

fosfato, IT; ribosa fosfato, 1' i; f6sforo inorgánico. 
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5. Organizaci6n Estructural de los Componentes

Moleculares en la Membrana del lilacoide

Se han hecho muchos intentos para encontrar la relaci6n entre

la estructura y la funci6n de las membranas de los tílacoides del
cloroplasto, sin embargo, para comprender bien la funci6n de estas

membranas primero se debe poder definir su estructura molecular. 

Desde el punto de vista de! modelo lipoproteico Dostulado por

binger ( 20), las membranas del cloroplasto deben ser vistas comu

bicapas lipídicas en las cuales las proteinas intrínsecas están em- 

bebidas y las proteinas extrínsecas están pegadas. Las proteinas in- 

trínsecas Denetran en la membrana gracias a que interactúan con al- 

gunos de los lípidos que se encuentran en ella y por lo tanto son

una parte continua de la misma membrana. l or el con,#rario las pro- 

teinas extrínsecas están debilmente unidas a la membrana y no tienen

interacci6n alguna con los lípidos. - jegún sea su fluidez, los lípi- 

dos tambíen se pueden dividir en dos clases; lípidos fijos no flui- 

dos ( 21), que consisten de capas monomoleculares asociadas estrecha- 

mente con la superficie externa de las - Proteinas intrínsecas, y lí- 

Didos fluidos los cuales forman la matriz lípidica de la bicapa y

son libres para moverse lateralmente en la membrana, dándole así un

caracter fluido. Esta organizaci6n permite los cambios en la confor- 

maci6n y distribuci5n de los complejos moleculares los cuales son
esenciales para la estructura y funci6n de la memorana del cloroplasi- 
to. 

a) 1-roteinas Extrínsecas de los Tilecoides del C1-oroplasto

Las proteinas extrínsecas se encuentran debilmente unidas a

la membrana y son liberadas ror tratamientos relativamente suaves
sin contenido Je lípidos, son solubles en amortiFuadores acuosos

neutros. 
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i. Factor de ácor-lamiento

La superficie externa de los tilacoides del eloroDIasto, la

cual está en contacto con el estroma, contiene mas proteinas ex— 

trínsecas que la superficie interna. La oroteina extrínseca prin— 

cipal de la superficie externa es el factor de acoplamiento de la

fotofosforilaci6n OF 1 ( 22). Con el método de tinci6n negativa ( 23), 

se ha observado que el OF 1 forma partículas que son polígonos de
5 a 6 lados, de 100 la de diámetro 7 es removido de la membrana con
EDT_k. El factor de acoplamiento permanece unido a la membrana en

un medio salino de baja concentraci6n, independientemente de la os— 

molaridad del medio, lo cual indica que la union uuede estar media— 

da por cationes divalentes. 

Se ha determinado ( 24) que hay un mol de CF, por 860 molécu— 

las de clorofila. El CF, purificado, extraido de eloroplastos de

espinaca, contiene 5 diferentes subunidades , * 6 O( y ¿ ) con pe— 

sos moleculares de 59000, 56000, 37000, 175000 Y 13000 ( 25). El UY, 

tiene actividad de áTPasa dependiente de Ca
2+ 

y se ha sugerido que

sufre cambios conformacionales en la luz ( 2). El papel que juega en

la fotofosforílaci6n así como su inhibici6n se tratarán mas adelante. 

U. RuDP—carboxilasa

La RuDI-—carooxilasa, enzima responsable de la fiáaci6n de CO2, 
se encuentra en el estroma del eloroplasto, aunque parte de ella se

encuentra unida a las membranas aisladas. ion tinci6n negativa se

ha encontrado que tiene estructura cuboidea y se puede remover de
la membrana lavando con agua. 

b) Acarreadores del Transporte de Blectrones

Los componentes del sistema de transporte de electrones son
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proteinas que se encuentran extendidas en la membrana del tilacoi- 

de de diferente manPra, hacen posible la captura de protones induci- 

da oor la luz y la generaci6n de un potencial a traves de la membra- 
na del tilacoide. Trebst ( 1) ha recopilado datos resumiendo una se- 

rie de evidencias que indican que los acarreadores del transporte de

electrones tienen un arreglo asimétrico a traves de la membrana, y

que ocurre un flujo vectorial de protones desde el estroma hacia el

interior del tilacoide, durante el flujo electr6ki.Lco. ¡ Se ha demos- 

trado, con el uso de técnicas inmunol6gicas, que los aceptores elec- 

tr6nicos de fotosistema I, Fd, Fd- NADP- reductasa y dRF, se encuentran

localizados en la su-Derficie externa de la membrana. Por al contra- 

rio, los donadores elecúr6nicos de Pd I; Cit f y plastocianina, se

encijentran probablemente localizados en la superficie interna del

tilacoide ( 26). 14i el Cit f ni la plastocianina son accesibles a an- 

ticuerpos, cuando se usan membranas de tilacoides sin estroma. - La

mayoría de las evidencias apoyan el hecho de que existe una distri- 

buci6n vectbrial de los componentes de l 3 I , excepto en el caso de

la T) lastocianina para la cual existen ciertas dudas. 

Los donadores de fotosistema II se encuentran localizados en

el interior de la membrana y los aceptores electr6nicos de P, 3 II

en el exterior ( 2?), fijura 7. Harth. ( 28) demostr6 que la evoluci6n

de oxígeno es controlada por el pH interno de los tilacoides, locual

sugiere otra vez que la reacci6n de disociaci6n del agua ocurre en

la superficie interna de la membrana del tilacoide. lío obstante, se

han hecho estudios con anticuerpos, nroteasas y pruebas Químicas

que sugieren que parte de la reacci6n de disociaci6n del agua queda

accesible a la superficie externa de la membrana especialmente en

oresencia de la luz. 

Calvin ( 29) y ¡%abinowitch ( 30), sui-._ieren que uno de los Drinci- 

pales prop6sitos de las membranas del eloroplasto debe ser separar

el poder oxidante del poder reductor. La distríbuci6n vectorial de

los componentes de los fotosistemas que se ha propuesto es una bue- 

na hip6tesis, es evidente Que algunos componentes de ambos fotosís- 

temas se encuentren localizados externamente y' otros internamente y
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de alguna forma los complejos supramioleculares de cada fotosistema

están orga-nizados para que su posicíSn a traves de la membrana sea

la correcta, desde un—punto de vista funcional, aunque no estática

ya que varios de estos complejos deben sufrir cambios cDnformaciona- 

les inducidos por la luz, dentro de la membÉana. Dilley y cols, ( 31) 

usando el reactivo no iDenetrante - P- diazoniobencénsulfonato, encontra- 

ron datos , que sugieren que el sitio del donador electr6nico de fo- 

tosistema II se orienta hacia el exterior de la membrana en presen- 

ciá de luz, ya que en la luz el reactivo se incorpora a la membrana

de los tilacoides e inhibe el transporte de electrones. . 61 factor de

acoplamiento tambien sufre cambios conformacionales inducidos por

la luz, los cuales son detectados por agentes químicos que se unen

a alguna de sus subunidades, as¡ como tambien por la captaci6n de

agua tritíada que ocurre en presencia de la luz, ( 2). Estos estudios

denuestran la naturaleza dinámíca de la membrana del tilacoíde. 

e) Proteinas Intrínsecas de los Tilacoides del Gloroplasto

Las proteinas intrínsecas penetran en la membrana e interac- 

túan directamente con alpunvs de los lípidos de ella. l'ara ser ex- 

traidas de la membrana se necesitan agentes que rompan enlaces hidro- 

f6bicos y cuando se solubilizan se encuentran normalmente asociadas
con algunos lípídos de la membrana. 

i. ComplejDs Clorofila—Proteina

Existen dos grandes complejos clorofila—proteina en la membra— 

na del tilacoide; un complejo asociado a una fracci6n subcloroplás— 

tica enriquecida de fotosistema I (complejo I), y otro complejo aso— 

ciado a una fracci6n supoloroplástica enriquecida de fotosistema II
complejo 2). jilqunos estudios ( 32) mostraron que el complejo 1, el

cual tiene un alto contenido de clorofila a ( clorofila a/ clorofila b

12), contiene el 28 U de las proteinas de la membrana del cloroples— 

to, mientras que el complejo 2, el cual tiene un contenido relativa— 
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mente alto de clorofila b ( elo a/ elo b = l), es mas p ' rande ya que

contiene el 50 Ya de las Droteinas de la membrana. - ba parte -Drotei- 

ea de estos complejos es distinta para cada uno de ellos, ambos tie- 

nen una alta proporci6n de residuos no polares ( aprox. 64 ambos

complejos contienen algunos carbohidratos y alqunos carotenoides. zil

complejo 1 tiene ur- peso molecular de cerca ae 110 000 Daltons ycon- 

tiene 14 moléculas de clorofila a. be ha encontrado que preparacio- 

nes del complejo 1 tambien contienen P799. SI comp1ejo 2 tiene un pe- 

so nolecular de cerca de 32 000 Daltons y contiene una molécula de
clorofila a una molécula de clorofila b. El complejo 2 no contiene

el centro de reacci6n de fatosistema II. 

Uuando las membranas del cloroplasto se tratan para aUitarles

el factor de acoplamiento, la caJ2boxidismutasa, los lípidos y los
pigmentos, se obtiene una mezcla de por lo menos 20 polipáptidos con

tamaños desde 100 000 hasta 10 000 Baltons. Se ha encontrado ( 33) 

que los polipéptidos que se encuentran en el intervalo de 60 000 a

50 000 Daltoris ( llamados polípeptidos del grupo l), se encuentran

asociados a fracciones suboloroplásticas enriquecidas de fotosiste- 

ma I, mientras que las fracciones enriquecidas de fotosistema = con- 

tienen tres principales polipéptidos llamados ! Ia, Ilb,y = c), en- 

tre los cuales se incluye un polipáptido de 25 000 Daltons. 

anderson y Levine ( 34) demostraron que dos de los polipáptidos

del grupo I se derivan del complejo clorofila-proteina 1, mientras

que los polipáptidos lIb y = o forman parte del complejo elorofila- 

proteina 2. 

La. presencia de grandes cantidades de OF1, sugiere que varios

polipéptidos intrínsecos corresponden al complejo & TPasa. Es útil

recordar que la contribuci6n al contenido proteico' de la membrana

por -parte de los componentes de la cadena ce transporte de electro- 

nes es muy pobre, ya que hay de 1 a 2 moléculas de acarreador por
cada* 400 moléculas de clorofila, 

be conoce muy poco a cerca de la Dosiale orientaci6n que puedan

tener en la membrana los complej-os clorofila- proteina. & I complerjo 1
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con una masa de cerca de llo 000 Daltons, puede dar lugar a una

proteina Rlobular con dimensiones de 50 X 50 & 80 kk , que se -rían

suficientes -para que abarcara transversalmente a la membrana. kua— 

que la masa aparente del complejo 2 es solamente de > 2 000 Daltons, 

este podría presentarse en forma de agregados que se expandarían a

traves de la membrana. 

d) 1, ocalizaci6n de las woléculas de Clorofila

Una caracterIstica propia de los tilacoides del cloroplasto

es su alto contenido d -e moléculas lipídicas especializadas; las

elorofilas, carotenoidea. y quinonas no se encuentran involueradas
en la formaci6n de la bicapa pero tienen un papel funcional en la
membrana. Las elorofilas constituyen el 20 56 de toda la masa lirí— 

dica, son moléculas arifipáticas Ba). Bl anillo tetrapirr6lico

tiene un area de marcada polaridad en los grupos carbonilo del ani~ 

llo V y en el residuo de ácido "prop 6nico del anillo IV, por lo cual

el lado el que se une a la cadena fit6lica, es hidrofílico; el

bIg2+ tambien tiene propiedades, hidrofílicas. El fitol, el cual es

un alcohol G- 20 derivado de cuatro unidades isoprenoides solo tie— 

ne un doble enlace y se encuentra lejos del extremo terminal de la
cadena, Dor lo que es mas ríC!,ido que el conjunto de ácidos grasos
que componen la membrana. La clorofila b es ligeramente mas polar

ya que tiene un grupo forinilo en lugar de un metilo en el anillo II, 
El estado físico de la clorofila in vivo es diferente que el

que Miene en solventes orgánicos ( 35). El hecho de que, in vivo, el

espectro de absorci6n de la clorofila sea mas complejo que cuando

está en soluci6n, sugiere que la molé-cula tiene interacciones con

otras moléculas de clorofila ( dado el es—tado de aeregaci6n de los

anillos tetraT)irr6licos) s con proteinas y con lipidos- 
Weier y Benson ( 36) elaboraron un modelo molecualr detallado

nara las membranas deI cloroplasto en el cual la estructura de bi— 
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capa está formada uni—ca-mente por lipDproteinas-, ron los extremos

fit6licos en la regíSn hídr6foba de las lipoproteinaB. Sn la mem— 

brana real este modelo deja abierta la posibilidad, de que las- ca— 

densa fit6li-cas se encuentreJa intercaladas exclusivamente dentro

de la regi6n hidrof6ba de las proteínas intrínsecas. El lado hidro~ 

fílico del anillo tetrapírr6lico, adyacente al grupo fit6lioo, se

encontarlá expuesto hacía el exterior de la membrana e interactuan— 

do con el segmento hidrofílico de las proteínas intrínsecas, y la

porci6n mas In.idrofbbica del anillo estaría en el interior de la

membrana en la regi6n hidroMbica de las proteínas intrínsecas. Un

esquema de este modelo es el de la figura Sb ( 37). 

Briantais y cols, ( 38) sujieren que los anillos tetrapirr_6li— 

cos de los complejos clorofila—proteina de ambos fotosistemas, es— 

tán localizados en lados opuestos de la membrana, con fotosistema

I en la superficie externa. bin embargo esto se encuentra en contro— 

versia. Tampoco se conoce la localizaci6n de las clorofilas del cen— 

tro de reaceí6n de los dos fotosistemas. 

e) Distribuci5n de los Lípidos

Los lípidos constituyen casi la mitad de la masa de las mem— 

branas de los elo-roplastos de espinaca. Los lípidos de los tilacoi— 

des del aloroplasto son una mezcla diversa y compleja, algunos de

los cuales son exclusivos de los cloro-plastos como los galactolípi— 

dos y los sulfolípidos. Los principales componentes del tejido f-o— 

tosintético son los S. licolípidos rieutros; monogalactosil diacilgli— 

cerol y digalactosil diacilplicerol, y los dos lípidos ani6nicos; 

fosfatidilgiicerol y sulfoquinovosil diacilE_licerol ( 39). En la ta— 

bla II se encuentra la composici6n lipídica de los tilacoides. 

Las membranas del cloroplasto tienen un alto c—oatenido de gru— 

Dos acilo Poli—insaturados y un bajo contenido de colesterol u otros

esteroles. 

Los galactolípidos neutros son los mejores candidatos para la



LillIDO ¿ En peso de los lliloles de lípido/ 

lípidos totales 100, mol de cloro— 

fila

Monogalactosil
diacilglicerol 26. 8 150

Digalactosil

diacilglicerol 13. 4 63

julfolíDid os 4. 1 21

Fasfolípidos 9. 1 51

Clorofila a 20. 8 70

CIQrofila b 30

Garotenoides 2. 8 22

Plastoquinonas, 

vitamina K, to— 
22

Coferol 3. 3

E-steroles 2. 2

Lí-Didos no ¡ den- 
tilicados 17. 1

Tabla II. Composici6n lipídica de las, membranas de tilacoides

de espinaca. 
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bicapa fluida, ya que tienen cabezas polares sin carga y sus grupos

acile presentan el grado de insaturaci6n mas alto de todas las cla- 

ses de lípidos. La galactolipasa libera grandes cantidades de galac- 

tolípidos sin inhibir el transporte de electrones. Esto indica que

los galactolípidos no forman parte integral de los fotosistemas. 

iii los galactolípidos constituyen gran parte de la matriz flui- 

da de la membrana se puede pensar que los fosfolípidos y los sulfo- 

lípidos actúen como lipidos de frontera. Se ha sug"erido que estos lí- 

pidos tienen una asociaci6n específica con los exteriores hidrofíli- 

cos de los dos compiejos clorofila-proteina, en la superficie de la

membrana. Probablemente- el complejo 1 tenga príncipalmente lípidos

anfotérico,s y el complejo 2 lipidos ani6nícos. Las moiéculas de plas- 

toquinona, que actúan como una reserva de equivalentes red - ox entre

los dos f atosistemas, quedarían en ambos lados da la bica-Da lo que

les permitiría intaractuar con los dos fotosistemas y bombear proto- 

nes a traves de £ a membrana. Como se verá mas adelante, los protones

son captados desde el exterior de la membrana del tilacoide durante

la reducci6n de la plastoquinona por PS II, y son liberados en el in- 

terior del tilacoide durante la oxidaci6n de la plastohidroquinona. 

de ha demostrado que alguna parte de la plastoquinona se encuentra en

el exterior de la membrana, ya que un anticuerpo para la plastoquino- 

na inhibi6 parcialmente el transporte de electrones fotosintético ( 

40). 

6. Mecanismo de la díntesis de í.TP

Para cono" r los mecanismos por los cuales la energía que se

libera en el transporte de electrones es conservad -a y utilizada en

la síntesis de ATP, se han desarrollado tres pr:Incipales hip6teais; 

la hip6tesis del intermediario químico, la hip6tesis químiosm6ti-cat

y la hip6tesis mecanoquímica. o c-onformacional- 
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a) Hip6tesis del IntermediariD qu5mic-v

2;sta hip5tesis fué formulada por blater en los afios cincuen- 

ta ( ver revisi6n ref. 41), y se puede resumir en las cinco ecuacio- 
nes siguientes: 

AH 2 + B o BH 2 + A

Bli 2 + I BH 2- 1 ( 2) 

B112 -1 + 0 J3_ J + CH2 ( 3) 

B— I + P P— I + B ( 4) 

P--! + jDP - ATP + I

neto: H P + C + A DJP + P a. A + CH2 + aTP

ii, B y 0 son acarreadores de electrones y la energía es liberada en
el tra" Dorte de electrones de A a 0. El -Paso esencial de este meca- 

nismo es', que la forma reducida de B ( BH2 ) forme un complejo rever- 

sible con algun otro componente ( una enzima) I, siendo este comple- 

jo BH 2-, , el que ceda electrones a 0. Una ves que BH2 - 1 ha perdido
sus electirones, el enlace entre B. oxidado e 1 tiene un alto conteni- 

do energétíco. diste enlace de alta energía se usa para la fosforila- 

ci6n de ¡ LDP, que puede ocurrir de manera secuencial, como se muestra

i - plica
arriba, o tal ves en ima reacci6n concertada. Esta hi-p6tesis ex, 

el aco-clamiento que existe entre el transmorte de electrones y la sin - 
tesis de áTP, ya que Dura aue sea i.Posible una segunda secuencia de

reacciones 1 y 2 , se renuiere aue B e I se encuentren libres. En
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tento rue el complejo B -I sea estaole en el cloro—nlasto, no puede

proseguir el flujo áe electrones hasta nue no se afiadan . DF

ocurra la fosforilaci6n y B e i cueden libres nuevamente. 

dunque este mecanismo de fosforilaci6n es 16gico, no se ha

encontrado en cloronlastos ninpuna evidencia de nue exista un enla- 

ce de alta energía entre un acarreador cle electr-ones y una % nzima

acoT) lante", tampoco toma en cuenta, el hecho experimentalmente obser- 

vado, de que debe existir una membrana intacta y topologicamente or- 
ganizada para que se lleve a cabo la fasforilaci6n de

b HiT)6tesie . Wimiosm6tica

Esta hiT),Stesis es la mas popular por ser la que mayor número

de evidencias -presenta. Fué formulada' -nor Peter L'Litchell en 1961

42), está basada en cuatro T) ostulados fundamentales que correspon- 

den a cuatro sistemas funcionales y estructurales específicos. 

i. La enzima que interviene en la síntesis de A'. rl- es una ATFasa

reversible que se localiza en la membrana del tilacoide y que
transfiere protones, con una relaci-Sn defi-nida de prot5n trans- 

ferido i) or fosfato incoriDorgdo (— H + / Pi). 

ii. La cadena de trans-Durtei de electrones es un sistema que transfie- 

re rrotones de un lado a otro, de la membrana, con una estequiome- 

tría de 1 prot6n transferido por 21 electrories transportados k— H-¡'í

2e-> y se encuentra organizado vectorial -mente en la membrana, de

tal manera que la transferencia de protones se hace en el mismo

sentido que la que hace la ki2kasa en la hidr5lisis de ti'211. 

iii. Existen sistemas portadores de solutos que actúan para la estabi- 

lizaci6n osmStíca de la memorana transDortando metabolitos. 

y. Jos sistemas i-iíi se encuentran en una membrana aislante, topo- 

loqicamente cerrada llamada membrana de a"- r) lami-erito, cue es una

barrera osm6tica no acuosa de baja -nermeabílidad a solutos en ge- 

neral :v a las iones H' y OR- en particulax- 
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l sistema fotoredox al transferir T) rotones, genera una dife- 

rencia de potencial prot6nico a traves de la membrana. & sta dife- 

rencia de potencial N p está dada por la suma de la diferencia de

potencial eléctrico aCO? y una diferencia de potencial químico - íj&DH

siendo Z un factor que depende de la temperatura y & pH es la dife- 

rencia de pH a traves —de la membrana; 

p = A  - Z ApH

el valor de Z a 25' G es de 60 mV. 

En los cloroplastos, la diferencia de T) otencial prot6nico se

genera en la luz, cuando está funcionando la cadena de transporte

de electrones, cuando termina la rPacci.6n lurytinosa, los protones

que se han acumulaño en el interior del tilacoide salen a traves de

la AUasa y en presencia de ADF y Pi se lleva a cabo la síntesis de
ATF. Cuando el acoDlamiento es f)ptimo, es decir, cuando toda la cor- 

riente de protones generada por el sistema fotoredox pasa a traves

de la íTl-asa reversible, ocurre un acoDIe estequiométrico entre oxi~ 

do- reducci6n y fosfori-Laci6n, y el cociente Fi/ 2e_ resultante de to- 

do el proceso, se encuentra dado —oor el cociente — H"/ 2e_ del sis- 

tema fotoredox dividido Dor el cociente — H + / Pi de la ATPasa; 

11H + / 2e- 
Pi/ 2e- = —

H + . Pi

La figura 9 muestra el posible arreglo de la cadena fotoredox

en la membrana del tílacoide y un mecanismo propuesto para la trans- 
ferencia de protones -nor la plastoquinona. 

Bl complejo k¡' -ú1 -asa de los cloroplastos, mitocondrias y bacte- 

rias tiene un reso molecular de r-00 000 y se ha demostrado ( 43) que
1

se puede disociar en dos principales compone-ntes; el factor de aco- 

plamiento U¡,' 1 de naturaleza hidrofilica y un complejo lipoproteico
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Fig. 9 Esquema del posible arreglo de la cadena foto— 

redox en la membrana del tilaeoíde y el ascanis—- 
m9 propuesto para la transferencia de protones

por la plestocuinone. 
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hidrofSbico llamado CF. que forma parte integrante de la membrana. 

l UF 1 aislado tiene propiedades enzimáticas en condiciones apropia- 
das, en tanto que CFo no presenta actividad de áTl asa. Se ha encon- 

I? trado ( 44) que  . tie-ne una vía que conduce protones a traves de la

membrana y que - se bloquea con inhibidores específicos de La $.' 2Pasa; 

oligomicina- y dicicic>hexilcarbodiiuCida. la figura 10 es un esquema

del mecanismo de fosforilaci5n de aDP. La característica fundamental

de este esquema es que la entrada de 2H -I- a traves de la regi6n con- 
ductora de protones de 102í>; debe -- tar acoplada a la -transferencia

reversible del grupo 02- del A-DPO + IVIR_PO que ocurre en el lado
4 - 

id del centro -activo de la regi6n de Gil',; esto se debe a que los ¡ o- 

nes H+ atacan a la mol&cula de IlIgEO4 desde el lado G, mientras que

el tID.P0- ataca el complejD transicional kgPD4 -IágIl0, en el lado C del

centr-o activo con una t-ransferencia de H20 a este mismo lado. El p -n> - 
ceso se com-pleta con la transferencia de ¡ wgATI-1 desde el centro acti- 

Yo en OF1 hasta la fase iki. La reaccí6n de deshidrataci6n completa, 

cuandD el Dri en la fase -u¿ es alrededor de 8 y la concentraci5n de

Sue es baja, es - 

Ike. 
2+ + AOp3— + jU,()2- + H+ ----. w Ij92+ + Aa + H 0

A 2

de tal manera an+, en el Droceso de la fiFura LO, Dor cada aTP sin- 

betizado deben desaparecier 2H"" de la dase i nero aDlamente a-Dare- 

cer un H + en la fase bli, para estas condiciones particulares. 

Las evidencias e.Ve- imntsles -que a-poyan I -a Iiii.5tesis quimios- 

Stica se iDueden resumir de la si uiente manera: Jagendorf ( 45) ha

demostrado nue la conductancia de los iones y úH- en -les membra- 

nas del tilacolde es " si un mill5n de veces menor nue la de un me- 

o a cu9so, lo aue le -permite actuar como una barrera osia6tica no

acuDs¿.; -Dara esusos iones. i l -,istema ñe - PDtofos.' z)-ri-l9ciSri no cíclica, 

so-iieriiatiza., i en la figura 3 . es apoyado t, Dr distintos autores ( 45, 
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10 £* quemo que represente un posible ~
cani2MO de la trans- 

locaci6n de grupos J- para el gistem reversible de la

xTIlasa del ClOrOPImOtO, provocado por el Paso de PrOtOnOs* 

La direcci6n de las flechas ( largas) correspondo a la fOs- 

f3ríjaci6n de , LDk- provocado por el paso de protOn* g- 
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46, 47). ' Y-Jitt -C48) encontr6 enie la membrana del tilacoide se carga

por efectos fotoeléctricos que se atribuyen tanto a ! Id 1 como aráll

y que, seiT.uida a este proceso fotoeléctrico, ocurre una liberaci-6a

de protones en el siti-D del donador electr6nico, y una captura en el

siti o del aceptor electr6nico en la merribrana. En tilacoides de clo- 

roplasto de espinaca -se ha observado que la velocidad de transferen- 

cia de prot-o-nes a traves de la membrana, es sufi-ciente para explicar

la velocidad con que se lleva a cabo la síntesis de áTI, ( 2.2). Encon- 

dicion,as de saturaci6n e-oti.. luz se encontr6 un cociente — H*'/ Fi ¡ Cual

a 2, lo cual está de a-cuerd o con los valores de & p, A pE y A(P que

se han medidz por -diferentes métudo-a (- 49) ba reversibilidad de la

ATIP-asa ha zM-j demostrada por Jagendorf ( 45)- Una transici6n ácido - 

base ruede i—nducir la formaci5n de ÁWP en la oscuridad, sin necesi- 

dad de transporte -de electr-ories di se ponen los cloroplastos

a DH 4. 0, se esperan 20 seg. y a cantinuaci6n se aumenta el pH a 8
2 + 

y se añaden A.011, 1-1 y ivig- , ocurre la síntesis de aun cuando los

cloroplastos están en la oscuridad. 

o) HiDStesis ¡ uecanoquímíca o Conf-ormacional

Esta _hi. Stesis fué postulada p_Dr Boyer ( 50), Dropone que el

tran—sporte de elecúrones puede llevax a que haya pro -tones dentro

de la me-mbrana hidroffibica, donde se combinarán cun el ague que se

libera al sintetizarse—el AT11 a - nartir de ítj)- y Pí, formando iones

Adroni.o, los cuales serán expulsados de La membrana. El efecto ne- 

to sería el facilitar la reacci6n de deshidrataci6n en las regiones

hijrofSbícas de la memiorana. ¡ jilley ( 51) lia encontrado que existe

una coiicentrz cil)n local de nrotones y ijt.-aub 52) rienciona eviden- 

cias de nue el factor d -e aCOplamiento CF 1 por s mismo debe de es- 

tar reducido y protonido para que la síntesis de alúk ocurra. - Es fá- 

cil i.nikiiyinar nue tales distribucí--nes de carga en la membrana pro- 
ducirán cambios en los e-stados c3nformacionales de las proteinas
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intrínsecas de la membrana. - así, esta h`.h6tesis' coloca al estado

energizado, de la raepbrana transductora, en;(10 el ititerrrK-a ¡ ario en- 

tre el trans -norte de elecubrones- y la stntesis de ii,2F. Íja ccndici6n

eneraética se debe a la diaDosici6n de diferentes densidades de - oro- 

tones o electrones dentro de a membrana, mas bien on- de anoos la- 

dos de ella. 

7- Inhibidores- y Dessacoplantes del Transporte da c, lectrones

Fotosintético y de la B' otofosforilací6n

Los inhibidores del transporte de eleatrones son susta-na-ias o

tratamientos que, sin importar su naturaleza, inhiben el transnorta

de electrones. ¡ Se - niensa auc- actian directamente sobre alqunEr etapa

de- S-xido- reducciun en la cadena, bloqti" án¿fcile, interrumniendo. asi e-1

flujo, de electrones e imridie-ndoL que haya fosforilaci6n. 

Los desacoplantes de la fotofosforilaci5n son compuestos que

impiden la sínt-esis de ATÍ? y aceleran el transporte de electrones, 
evitanclo el acople de estos dos procesos. begún las 5 hip-Stesis men- 
cionadas arriba, los desacoplantes actuarían de clistinta manera: 

i. Hiplitesis del intermediario químico- Un desacarlante sería

aquel compuesto que pudiera causar la hidr6lisris de uno o mas

de los intermediarios de alta enerlía, liberando al acarrea- 

dor y al, intermediario, sin haberse Droducido la reacci6n de
fosforilaci6n. 

ii. Hi-n6,tesis quimiosmStica. uos desacoplantes serían aquellos

compuestas que aumentaran la permeabilidad de la membrana a

protones, lo que disiparía el gradiente prot6nico a traves de

la membrana y por lo tanto la energía para la síntesis de ti'2P. 
iii. Híj?&tesis Mecanoquímica o Uonformacíonal. ijos desaconlantas
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serían aquellos compuestos capaces de remover los protones de las

regiones lipofIlicas de la membrana., descargando de esta manera

el estado de alta e-nergía. 

La figura 11 representa el esquema " Z" del transporte de elw- 

trones fotosintético, en el cual se han indicado con números las

regiones y los sitios específicos que son sensibles a los inhibi- 
dores de electrones- 

egi6n 1. 3e localizan los inhibidores que actúan en el lado

de la oxidaci6n del agua por l d - II, son los siguientes: 

i. Hidroxilamina en concentraciones de 1 a 10 miá- 

ii. ám-oníaco y metilamina en concentraciones de 30 mi Y 150 mII
respectivamente y a valores de pH mayores de B. O. 

iíi. Tris en concentraciones de 0. 8 M Y 50 rnIVI con valores de pH

de 8. 0 y 8- 8 respectivamente. 

v. Uarbonilcienuzo y m- clorofenilhidrazona en concentraciones

menores de 10 lá. 

v. Tratamientos inhíbitorios e inhibidores miscelaneos tales co- 

mo calentamiento' de los aloroplastos a 40- 50' G, radiaci6n con

luz UV, exposici6n a medios con valores de pH extremos ( abajo

de 4 o arriba de g), concentraciones altas de iíGl y de 8- hicto- 

xiquinolina. 

Regi6n 2, Se localizan ]. os inhibido -res que bloquean la salida

de electrones de PS II. 

Fanilureas- 3-( 5, 4- dicloro:C enil)- I-,l-dimetilurea DGiúTJ) y su

análogo 4- clorofenil, en una proporci6n DGMU/ clo menor o igual

a 1/ IM

ii. Inhib-idores herbicidas. 1, 10- Penantrolina ( o- fenantrolina) y

sus derivados 4, 7- dimetil y 5- metíl. 

iii. —¡scelaneos. Uxido de 2- hept U- 4- hidroxiquinolina y su deri- 

vado 2- nonil, antimicina. 

ditio --'). oe localizan los antagonistas específicos para la
plas'i- Dqui iotia 
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i_ Dibromotimoquinona ( DB",IIB) en concentraciones mayores a

2 k

4 i. Isoprenilbenzoquinonas, helveticona y bovinona. 

Sitio 4. En este sitio actían los inhibid -ores de la transferen— 

cia de electrones entre plastoquinona y Cit f 

i. 1—.Etíl- 3—( 3—dimetilaminoDropil)—carbodiimioa en concentra— 

ci6n de 0. 5 mhi. 

Sitio 5. Actúan los inhibidores de la plasbocianina. 

i. Policatíones. La histona y la poli—L—lisina inhíben a la

plastocianina en concentraciones de 10 g/ ml. 

ii. Gloruro mercúrico. J -e incubaci5n de cloroplastos con figC12
con H.a/ clo = 1, durante 30 min a OQC, ínhibe a la plastocia— 

nina. 

iii. XCN 20- 30 m1a a pH 7. 8. 

v. Anfotericina i3. Is un agente complejante esteroidal que

remueve a la plastocíanina de la meábrana cuando está en

una concentraci6n de 0. 5 m—. 

RePi6n 6. 

i. DisalicidenPropanodiamina, es un agente quelante de metales

que inhíbe las reacciones dependientes de la ferredoxina en

una concentraci6n de 1- 2 mM. 

ii. 2irofosfato, inhibe la reacci6n de Hill en concentraciones

mayores a 10 miu. 

iii. Fosfoadeninadifosfatoribosa, inhibe a la ferredoxin- 14.a.DP- re— 

ductasa y se produce por la degradaci6n de
NADVi' 

Los siFuientes compuestos actúan como desacoplantes de lw
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Compuest:O Concentracion necesaria

para que actfie como un

desacDplante

BDHB ( n- butil- 3, 5- 

diyodo- 4- hidroxil- 10- 2 mu

benzoato) 

3 X 10-
2

1, tebrina ( quinacrina) mi

Clorpronasina 3 x 10 -
2

nuá

Gramic id ina S 4 X 10- 3 rfilví

Oc ti lguanid ina 10 -4 Lá

Carbonilcianuro de

P- trifluoromet-oxi- 2 X 10- 3 mM

fenilhídras.ona

T-10fosfato 4 Á 10 -4 id

Cloruro de amonio

iU1,
4
el) 2 mm
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1. islamiento de los Cloroplastos

j, os cloroplastos de clase II (sin doble membrana externa), se

aislaron de hojas de - espinaca ( íS-pínacea plareacea L.) de acuerdo con

el método de MaCarty y R-acker ( 53) que consiste en lo siguiente- - a

50 g de hojas de espinaca previamente lavadas con agua y guardadas
en el refrigerador, dentro de una bolsa d_e plástico, durante toda la

noche para eliminar el almid6n, se les quítS la vena- Dentral y secor— 

taron en cuadros de 1 X 1 cm, se homogeneizaron en una licuadora mar— 

ca " Gster" ( cuyo vaso hab5a sido enfriado previamente en el congela— 

dor por 30 minuto9) co -n 2DO inl del medio de aislamient—o compuesto de

KOI 20 mM, sacarosa 2-00 mM, ' v1SC12 5mM, TAPb ( pH 8. 0) 20 mbí, 0. 1 % de

alb-fimina sérica bovina desgranada y ascorbato 5 miá, durante 10 segun— 

dos a velocidad máxima. kosteriormente se filtr6 el homogenado a txa— 

ves de 4 capas de gasa, colocadas e -n un embudo de vidrio; el filtra- 

do se centrífuF-6 a 500 X g durante 2 minutos en una tentrifuga 1" 
modelo IjR- 6., para eliminar células enteras, nucleos y pared celular. 

de desech6 el sedimento, el sobrenadante se centrifug6 a 2 000 & S

durante 8 minutos, en la misma centrifuga que se us6 en el -Daso an— 

teríor, a continuaoi6n- se desech6 el sobrenadante, el a-edimento,,. 

comuesto de un paquete de cloroplastos se lav6 dos vecescon. la so— 
luci6n sm= tiguadora de resuspensi6n compuesta por TAPS 20 mM ( pH 45. 

sacarosa lo0 mlú-, KG1 20 mM : y l49012 5 Mu- En cada lavada se con— 

trifug igual -que en el paso anterior. Una vez -lavados los cloroplas— 

tos ' se resuspendieron en 3 m1 de la ecluci6n de resuspensi6n men— 
cionada arriba. La suspensi5n de cloroplastos se guard,6 en un tubo
de vidrio envuelto en papel de aluminiD, coii. el prop6sito de evitar

la oxidaci6n de alpunos componentes fotooxidables. 
Todo el proceso

de aislamiento se llev6 a cabo a 4* U y a un T) Ii de 8.,o para prevenir
la inactiv_qcj-6n por Zalactolipasas Y fosfolipasa D

La figura 12 es un esquema de este proceso de aislamiento. 



50 g- de hojas de espinaca

íáeáio de aislamiento

Homogenizaci6n en licuadora C' Oster") 

ve 1. max. 10 seg.) 

1
Filtraci6n atraves de 4 capas de gasa

Sed iment o Filtrado

100 X g, 2 min. Centrifug. 

I
6ed' nto Sobrenadante

Gentri-fug. ( 2000 X g, 8 min.) 

I
Sed' mento bobrenadante

Medio de resuspensi-6n

Gentrif ug. 2000 X 9 5 min. 

nadante Sedimento

1 ,e repite la operaci6n

anterior

L'1 sed¡ into se resuspende

en 3 m1 del medio de resuspensi6n.. 

Fie— 12 bsa-uema del proceso de aislamiento de los cloroplastos

de clase II. 
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2. Determinací6n de la Concentraci6n de Clorofila

Ija concentraci6n de clorofila en los elo-roplastos se determi— 

n6 de acuerdo con el método de dtraín y cols. ( 54) que consiste en

lo siguiente: se colocan en dos tubos de centrífuga clínica 5 m1 de

acetona al 80 Va, en cada uno de ellos, a uno de estos tubos se le

agregan 200 1 de la suspensi6n de cloroplastos, se tapa y se incuba

en la oscuridad durante 10 minutos, - Para permitir la extracaí6n de

la clorofila sin que esta sea oxidad - Por la luz. Posteriormente se

centrífuga durante 5 minutos en la centrifuga clínica a máxima ve— 

locidad, ya que lo único que interesa es la clorofila disuelta en

la acetona. La estímaci6n de la aoncentraci6n de clorofila se hace

midiendo la absorci6,n de luz del sobrenadante a é; 4-) ty 665 nm contra

un blanco de acetona al 80 7o al cual no se le aFiregaron eloroplastos

en un esiDeedrnfot6metro Carl Zeiss m4 ¿ III 45_509 y se calculan los
valores mediante las siguientes ecuaciones: 

2. 3 Y ( A -64g) 

clo b (? g/ mI) = 20. 11 (-
649) — 

5. 16 ( A665) 

elo total (, g/ m1) = 6. 45 (- t665 ) + 17. 72 ( iá 64,9) 

A = absorbancia
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3. i eacci6n de los Gloroplastos con al —eactivo

13ifunc.ional " EG

l a-re llevar a cabo la reacci5n de los cloroplastos con el

reac,tivo bifuncianal DASG se hizo lo siguiente: se tom6 una alicuo— 

ta de la suspensi6n de cloroplastos que tuviera 1 ing de clorofila

y s£- - Duso en 7 m1 de un raedio que- contenía HEPES 20 mM, sacarosa

200 mil, KCI 1C)Cv W.,i, 11- 91p 5 m1,1,_ -, V 0. 5 mk Y, - Para distintos ensa— 

yos, se usaron concentraciones de DAEG de 2, 4-, 6, 8 6 Iú mM, el cual

se disrarso con homogeneizador marca Virtix.. Iú-1 pH se aáust6 en un

potenciometro argent—i--- elch modelo LJX con un electrodo ziargent—ielch

modelo S- 30072- 15, a distintos valores segán el ensayo; 7- 0, 7- 5, 

8. 0 6 8. 5 e -on K -UH 2N. Gada medio de reacoí6n, con un -pH y una concen— 

traci6n de i) AEG determinados, se incub6 durante 6 minutos a 19'%, en

la lu7, 6 en la oscuridad. Despues de transcurrido este tiempo se -Pa— 

r6 la- reacci6n agregando 8 mL del medio de aislamiento. La raz6n por

la cual se usa el medio de aislamiento rara parar la reacci6n del
DAEG con los cloroplastos es que el medio contiene albámina en can— 

tidad suficiente como para que reaccione con el DAEG que no partici- 

n6 en la reacci6n con los cloroplastos. 1` osteriormente se centrifug6

a P-1 000 X a dtirante E minutos, se lavaron los aloroplastos con el

medio de aislamiento, se volvi6 a centrifunar a 2 000 X p_, y final— 

mente los cloroplastos se resuspendieron- en 1 nil del medio de aisla— 
mienta. 

4. illedicí6n derl Trans -norte de Electrones (. tteaceí5n ce r1iW

El transporte de electrones se ñetermin6 midiendo la concentra— 

ci6n de oxífzeno debida a la fet;lizis de -1 agua en un media que aonte— 
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nía - HZPBIS 20 mM ( pH B. W, sacarosa 100 mM, KG1 5,0 - mJA, M9012 5 mM, 
0. 1 Yo de albámina bovina, ¡ AV 0. 5 mM y 20 y g/ ml de clor-of ¡ la en un
volumen final de 2 mI. Para calibrar el aparato se us6 10 1 de

Fe( 0N). 3_ O- ú5 lú en lugar de MV. El oxígeno se detect6 con un elec- 

trodo tipo.Clark que monaiste de un cátodo de platino y un ánodo de

plata, -ambos inmersos en una soluciZn saturada de KCI y separados

del medio por una membrana de tefl6n, la cual solo permite el paso

d -e oxígeno pero n6 el de los iones presentes en la soluci6n. La me~ 

dici6n de la concentraci6n. de oxígewo Dor electrodos se basa en la

voltimetría y la Dolarografía. El oxígeno es electrorreducible y su

reducci6n da lugar a una corriente Que se traduce en una onda la que

se puede registrar. El voltaje aplicado -normalmente se mantiene cons— 

tante, y los cambios en la corriente ( relacionada con la concentra- 

ci6n de oxígeno reducido) se se registran en un graficador. bil regis- 

tro de la cantidad de oxíq,_eno producido o consumido se llev6 a cabo

con un oxímetxo de fabricaci6n especial que trabaja con un electro- 

do tiro Clark conectado a un registrador Beckman l0" con escala lj-~ 

near~ log. Como fuente de iluminacAn se emple6 un proyector Sawyers

550 a con una lampara de 500 W, la cual suministra luz a saturaci6n. 

11 haz de luz se hizo rasar a traves de una lente de Isawa ( que es m

matráz bal6n de 500 m1 con una soluci5n. diluida de Cuz3O4) que sirve

como filtro, elimina el calor y adeznas concentra el rayo de luz. 
Ias reacciones que se llevaron a cabo en el medio de reacci6n

fueron las siguipntes- 

jalibraci6n ( H 0 - b Fe «; N) 3-) 
2 6

C
2 k¡ 0 + 4Fe( 0N) 3_ 0 + 4H + 40e lí) 2- 

2 6 2 6

TransT)orte de electrones n6 -cícli-co desde H ;D 0 hasta ¡ AV
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2 H 20 + 2MV — 2iJVE 2 + 02

21V' VH2 + 202 + 4H + a 2 H 202

Para medir la reacci6n de Hill en condiciones fosforilantes, un¡— 

camente se afiadi6 1 mM de ADP y 3 mM de ! íH 2PO4 ( concentraciones fi— 

nales). 

5- Determinaci6n de la Síntesis de A -TP

El método se basa en el reportado por Dilley ( 55) Y consiste

en medir los Dequefíos cambios de pH que ocurren al diminuir la con— 

centraci6n de iones H + cuando la siguiente reacci6n se lleva a cabo

en el rango de pH fisiol6gico: 

ADP + Pi + nH ATP + H20

en la cual n ( n =-' H + /-> Pi) se calcula teoricamente y la capacidad
de amortiguamiento ( H+ añadido/ bpH) se determina experimentalmen— 

te por titulaci6n. din al intervalo de pH de 7 a 9, la reacai6n men— 

cíonada arriba se puede expresar como sigue- 
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A— 

I (

TP

ATP3—) + 

H

la relaci5n entre el número de H«" desaparecidos y el número de
á'TPs formados es igual a n. Imishimura y cols. ( 56) han calculado

teoricamente ej- valor de n, encontrando que es igual a la unidad

cuando la rea—cci5n se hace a pH 8. 0. El registro de los cambios de

pH se hizo con un potenci6metro bargent—We1ch modelo ISX ( con un

electrodo dargent—Úelch modelo S- 30072- 15) conectado a un regis— 

trador Hesth 13chlumberger unido a un amplificador heath. La ilumi— 

naci6n empleada fué igual a la usada para medir el transporte de

electrones. La mezcla de reacci6n tenía los siguientes componentes

en un volumen total de 7 ml: KC; 1 100 mM, MgOl 2 5 mM, ADP 1 mlü, 
3 mM, MV 0. 5 nik y de 20 a 30 g de clorofila/ ml. El pH se

lle-v6 a 8. 0 con KOH 0. 1 N, la calibraci5n del aparato se hizo con

HCI 0. 001 N. 

Todos los reactivos empleados, excepto el DáEG, fueron adqui— 

ridos de IIGká jhemical Crompany. El reactivo bieuncional DáSG, nos

fué donado -Por EVái4d CHkIBTIGiS, ING. 
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Para saber cual es el estado funcional de Aos eloroplastos

despues de que han sido aislados y de que 4a -n sufrid -o el trata— 

miento necesario para la r" cci6n con el DAEG, se midieron el' 

transporte de electrones v la sintesis de ATP en el medio arro— 

piadD. Los resultados Clabla III` se comparan con los reporta— 

dos en la literatura ( 66). 

Transporte de

díntésis de AEP elect -rones

rnol de ÚTI1/ hAng ( flea e—/ I-i/ mg ¡ e

de clorofila) clorofila) 

Datos rerorta— 

dos en la li— ? 0 — 150 172 — 425

tera ture. 

Cloronlestos

despues de 100 — 135 - 150 — 410

aislarlos. 

con el inisrio

tr*n t . m ¡ e nt 0
100 125 130— 336

lile lúe marca— 

dos T)erD sin

agrerprles

Tabla - il. funcinnal de Iz>s cl9roDIa-stos despues de

los -nrDeesz)s de aisl--rninnf-,o y reacci.Sn con el
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L f#ictcr del _í),-¡ G en la Jíntesis de — 21' 

En le - zráfica 1 observamos el efecto del SI— L; G en las cloro

rlastos ñe espinaca incu-b¿.,cjo_s a - pH P. O - pH 6T) timo de la fotofos— 

forilaci6n) con diferentes concentrPciones del reactivo bifuncio— 

nnI. -! l reantivo inhibe In formaci5n de ATP hasta' un TO ; lo del va— 

lor control ( 135 mol de ATF/ b/ moz clorofila) cuando la concentra— 

ci5n de I)a, G es de 6 mM, a ma7ores concentraciones del reactivo no

1se lorra mayor inhibici5n. En la - nísma aráfica observamos que cuan— 

do la reacci6n se hBce en la oscurídad, la irhibici5n de IR sín.te— 

sis de A' TT es menor en todas las concentrecíones del reactivo bi— 

funcional usadas. 

2  . 6fecto del DAojC en el Trans-oorte de Electrones

La gráfica 2 muestra el efecto del DAEZ a diferentes concen— 

trscipnes, sobre el transporte de electrones. El J) A. I G inhibe el

transporte de electrones un . , o del valor contirol ( 336 eq e—/ 

h/ mp., clorofila> cuando se usa una concentrnci.6n de 8 ml,,,'! . Uono en

el caso de la inhibici5n de le stri-tesis de tamtiien el efecto

inhibitorio del es mayor en la luz aue en la oscuridad. 

rfecto del DAEG en la si.ntesis de 2±- a Distintos

Valores de pH

La r, ráfica 3 itiest-,re el efecto del reactivo bifuncional sobre

l& síntesis de ¡ Ti-, ellarirlo la inc—nopci5n se _'-_j.zo a d-ifEr,.,nte-- velo— 

res de pH, y posteri.ormente *el arisalvo de la sfnt«rís de á r̀jP se hízo, 



0

0

0

co

It

C*

j

M) 

dIV
3(
l

SIS31NIS

A

D

o

00

0IDEl4

co

oo -

4

0

ziA14

qt

0

ODD



rm-
1

C> 

0

0

0

0

CD

to

N

93NOUI33-
13
3(
l

A.

LUOdSN*,
fUl

15
k440F40

1,
1

D

ID

j

F4 ;

4

o

4. 

0

A

ID

fi

p 

cp

M

1

4 (

D

U

q

0
0

1o

C> 

C3

co

2

F 

11

LO

a

I(

D

F4

4

r= 

1

i

D

0

COj

ch

ro, 

0

r

4

4415k440F40



a

0

0

0

in

0

LO

DII;

OJOID
Op

OWAP-
WraY) 
dXV
30

SIS31NIS
te) OD

o

14

v

1

0cá

4

c, 

Z

o4

04

c, 

0

4

0
r--: 



NO: 

a T)H ijDs datos indican que la mayor inhibici6n del reactivo

wntreertizante se obtuvo 9 pkI 7. 5. t q de hacerse notar que por en- 

cime de pil P. 04 la inibibici6n en la oscuridad es mayor comparada

con la de - la luz. 

4. hife.cto del D, ij--;G en el Tr9nsporte de blectrznes a

Distintos Valnres de * DR. 

Ija gráfica 4 muestra los resultados que se obtuvieron sobre

el trans-oorte de electrohos al. marcar los eloroplastos con el reac- 

tivo bifuncional a distintos valores de pE.. Podemos observar que

el reactivo bifi ncional inhibe el transporte de electrones

a cualn.nier valor de i)H-, encontrándise más pronunciada esta inhi- 

bici-Sr eii el inte-rvalo de M -U de 7. 0 a 7. 5. r l efecto es parecido

el enconuzado en la inhibici5n de la síntesis de

jsfecto de un desacoplante - WHCC1) sobre la inhibici6n

del Trpzns-o-j-,-te de Elertrones k:, rodu.cidn -por el Dt..2,G

C - n P,1 - pror.,5q-ito de zsber si el reactivo bifuncional inhibe

iin sitio de lF cadena en -el oue se lleva a cabo la transferencia

de enermín - nars la síntesis de -- li 0 bien -si el sitio de acci6n

es en oti-,-ilntiierp- otra r -,irte de la cadena, se ller5 a cabo el trans- 

porte de elec---7,Dnes en presenciR de n— des--ncoT)lqnte -!NH¿' 1, el cual

es en-nqz de revertir el efentn rle c-ii¡ Intijer reaatiVD

ciin nd, o est4m se encnentre grtl-i,<anñ, 3 - 9 ire sU 1, t sitio de transferen- 

cia e energía i -n Is cadena. La renla IV caintiene los restiltados

obteridos. 
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Tabla IV. fec" de un nesar. 9T) 1, inte ( ivH 4 01) sobre la inhibici6n

r1el '-¿ r,, ris no: rtp de Llectr,, ines produ. cida ror el DABG. 

sin NH, 01 Zon 0. 5 ívi de ' qH4C1
GondIci6n llim-Inse i6n eq 0 c 3) h/ m;y e-/ h/ mg clo) 

Control

336. R-94 821. 05

G -tan 3

de DA-r,.G Luz ISr9. 47 194 3? 

de DMIG Ose 253. 4 1. 260. 32

Con. -F; mm

kie D-a-r r LUZ 94. 7 3 105. 26

Ose 31 137- 89

de - luz 5-7- tS9 5 L 24

tle DA* --i'(- Osc 105- 41

Tabla IV. fec" de un nesar. 9T) 1, inte ( ivH 4 01) sobre la inhibici6n

r1el '-¿ r,, ris no: rtp de Llectr,, ines produ. cida ror el DABG. 
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e los resultados anteriores se r,iedei-i tiacer las si-.uientes

conclusiones: 

i. l n todos los experimentoe ( except,,Y los que se llevaron a

plí E. 5) el efecto inhi.)itorio del D-- ki G sobre el transporte

de electrones : v la síntesis -de es mayor en la luz oue

en la oscuridad. ror esta raz6n -podemos si, nnner- que el reac- 

tivo bifuncional actfia principalmente, en los- P.rupo—s snlfhi-:- 

drílo que se encuentran libres en el exterior de la membra- 

na en condiciones de transporte de elec-tronea-y de síntesís, 

de --tTT. El hecho de que exista un cierto parc—entaje de inht- 

bici6n en la ascurídad, suqiera que el DiL.,iG se une a jrtlpos

SH que se encuentran normalmente expuestos en la membrana y

aue nertenecen a moléculas iDrote-icas ause- tami)¡ én tiensn una

partic-ipaci6n en las funciones del cloroplasto. 

ii. El reactivo bífuncíonal inhibe la síntesis de ATP ( 80 ¿ de

i-tihibiciz);, cz)n respecto, a la activ4 da(9 contrGI) a una con- 

centraci6n de 6 mIá- a estiq misma concentrac5.5, también se

encuentra inhibido el trans-oorte, de electrones ('? l. 9 1-- o de

inhibLici5n con respecto a la activided control). Por lo tan- 

to el i).. GIG n.o act<ía como un desacoplante de la fotofosfori- 

laci5n los cuales, como se mancton5 antes, inhiben la sín- 

tesis de ziTP Y aceleran el transporte de elect -rones. 

iii. Gomo se hauía mencionado ant&.riormente, los cambios de ph

también inducen la aparici6n de grupos ffl libres en el exte- 

rior de la membrana de los tilacoides. 1,as ará-ficas 3 y 4

inuestran que la reacci6n del I) i G ( 6 ffLU con los clorarlas- 

tos es claramente deperndienta del D11, encontrándose una ma- 

yor inhibici6n a pH ?. 5 lo cual está de acuerdo con la Li- 

teratura ( 1- 2) que dice oue el intervala donde es mayor la

exmosici.Sn de- oruros jH es de ' 2. 1 a 7. q_ 11 hecho, de que en

la oscuridad la inhibici6n de la síntesis de a2P Y el trans— 
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porte de elecGrones sea practicarnente constante al variar

el -oH, nos indica nuevamente que el l), G no se une a gru- 

pos 511 oue se exponen en el estado, funcional del cIGra-plas- 

to. - un pY, de 8. 5 la inhibici6n' de embas funciones es me- 

nor en la luz que en la osenridad. Gsto ruede deberse a cue

el rñ. de los grirpos ' Dh que se encuentran libres en la luz, 

sea mayor P 8. 0 y por lo tanto se, encuentren formando iuen- 

tes disulf ùro entre sí. 

v. - os resultados encaritrados con PI des;9roule.nte NiiiCl ( Tabla

IV), indican cue el D" G no actua Pxclus-ivarrii-nte sobre an -o

de los- sitios de transferencia de energía, es decir, entre

C:It. f y - plastocianina ( Fá II) o entre Git b6 y el acantor
prirnario de f-crtosistema I ( ver 5- 1, ror( -Ue. de ser así

a 1 llffi4CI debería revertir la inhibiciffin en el trans-Dorte de
electrones lor au,91 n -y ocurre. 

Por t-ordos estos hechos experimentales pensamos que el DAEG

se line rrinci-nalmerite a los fIruras -SH que se enauentran libres en

presencía de luz y en condiciones de trPns,Porte de electrones y de

sín . tesis (le —T11. Estos grupos áfi pueden corresponder a moléculas

proteicas que intervienen en las funcione2 del elor3plasto, pudien- 

do ser acaxreadores del transoorte de electrones que se encuentren

cercanos entre si :y cu77os ruros sulfhidrilo, aueden entrecruzados

Por el DaEG al momento de- queclar libres en la superficie de la men- 

brana del tilecoide. El resultado del entrecruzamiento impide que, 

posteriormente, en condiciones nornales se l}eye a caboel transpor- 

te de eleat-rones y la síntesis de - u TP; probablemente pnroue no se le

perrnita a l_a membrana SUfr ir Cambios o simrlemente

ror estar riodificando cuír.nicamente grupos reactívos de eiettas mil& - 

Para determinar el sitio de acci6n del reactívo bif—uncional, los

ex-oerirnentne que, ser rodrían hacer serfan: Medír el transporte de elec- 

trones por separadty en 1', 3 1 y 1,S ! I, tisand5 rara este fin inhibido -- 

res y acertores artificiales. Sabierido a Cr -no- fot" istema e-irresconde
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la o las ri,91-&Ci-tles marcadas, obtener fracciones enriquecidas CO -n

este fDtosi-qtema y hgcer estudios de absorci6n de luz a diferentes
loneittides de o-nde, pomparando los resultados con los idatOs que - se

tienen para cada componente de dictio fotosistema en condiciones nor- 

me le -S. 

1,ara determín8r si las %ol4-cti las ene ruf- en la modíficací-Sn

hnn experimentado previamente cambios confor-macionales, 

se podrían hacer, en las moléculRs aisladas, estudios de dieroismD

en infrarrojo, ]- o cual Puiestra la d-ependencia de la absorni6n en in- 

frarrojo respecto de la orientact'5n de la muestra. 

n; stos experimentos p:>drían indicar cuales son las molécillas

nroteicas de la cadena, de trans -Porte de electrones o de la f0tDfOs- 
forílaci6n que pRrti-ciran en los cambios que sufre la superficie de
la Taembrana de IDa tilaroides al llevar a cabo e—stas funciones. 
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