NN YERSIDATD NACDIHONATL

D E MEROICO -

F acul<tad d e Q@ uimica
Diwvision d e E s tudios d e P os gr ado

CAMNBIOS CONFORMACIONALES DE LA H —ATPasa DE CLOROPLASTOS
EVIDENCIADOS POR MALFEIMIDAS W N,N-DIMETILFORMAMIDA.
CTCARACTERIZACION DE LA N,N-DIMETILFORMAMIDA COMEO INHIBIDOMR
DE LA FOTOFOSFORILLACION.

Tesis que para obtener el grade de Doctor en Ciencias Quimicas

(Biogquimica) presenta CECILIA BEATRIZ PENA VALDIVIA

TELIS CON
FALLA DE ORIGEN

1990



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CONT ENIDO

. PAG.
SUMMARY
RESUMEN
INTRODUCCION ' : . : 1
Composicion de la ATP—-sintetasa, H+f—ATPasa o A
complejo CF':,—CF1 . 1
Estructura primaria v organizacion del factor
de acoplamiento 2
Estequiometria del compleio (:F':’—-CF1 3
Estructura secundaria del factor de acoplamiento 4
Funcionelidad de les subunidades : &
F'r':pieciadée cataliticas de CF’ <
a) procesc de activacidn <
b) efecto cel gradiente de protones 12:
Sitics de uvnion de nucledstidos 14
Fegulscion de le ATrasa 17
Evecto d= pDlogueasdores 18
OBJETIVOS 20
MATERIALES Y M=TODOS 23
1) GUAmiC oS, resctives v material
23
) COoxencren de plantas de chicharo =23
X)) Obtenzion de cloroplastos intasctos 27
4) Cuant:riicacion de clorovala =0
(=3 i de cloroplastos lavacos S1
=2 por Iuz del compleio C:FQ"C.F1
Fas=) unido & la membrana del tilacoide 31
Pig actividad do la ["IT_J*Z—‘!:(TPESE de
mhrama del tilacocide 33
v cuantificscion del
34
7.2 L 713 Yy cuantificaecion
35
2) Detorminacicon de FPir por méetodo colorimetrico
Y L =1N)] =9
=8

intercambio Fi-ATHP



10) Evaluacion de la forofosforilacion

£10.1) eval&a:icn potenciométy‘ica de\vla
+nto-ﬁ:5+nr11acxon

(10-2) -Fcto{-osf-or:.lacxon de - ADP con fosfato
. e radxcat:t:.vn %psy

11) Medicién de la bomba de ‘protones

12) ‘Peterminacién de la velocidad del’ transpcrte
: de electrones aciclico,,  de - HzO a metil
viologeno

12.1) Transporte de electrones basal
12.2) Transporte de electrones fosforilante

12.3) Transporte de electrones

desacoplado
parciales no
de los fotosistemas I vy 1l

13) Ensayo de reacciones ciclicas

RESULTADODS

1) ENSAYD DE LA ACTIVIDAD DE LA Mg SATFPasa

2) CONDICIONES DE ENSAYD DE LA FOTOFOSFORILACION

3) EFECTO DE LAS MALEIMIDAS MONOFUNCIONALES VY
BIFUNCIOMALES EN LA ACTIVIDAD pE La
Mg 2—ATFasa

4y IFLUENCIA DE ADENIN NUCLEGTIDOS, FOSFATO Y

DESACOFLANTE EN LA IMHIBICION DE LA ACTIVIDAD

DE LA Mg *—ATFasa jsi=s CLOROFLASTOS FDR
MALEIMIDAS
S) MODIFICACION  DE

LA FOTOFOSFORILACION EN

CLOROFLASTOS POR MARLEIMIDAS

Y BIFUNCIOMNALES
&) EFECTO DE LA

MONOF UNCIONALES

NON-TIMETILFORMAMIDA (DM EN
ALGUNAS ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS DE
CLOROFLATOS DE FLANTAS DE

CHICHARO
DISCUSION Y CONCLUSIONES

Cingtica de activacion y desacitivecion del
comple 3o C,i'—'o—t';f"—'1 en cloroplastcs
Modificacion gquimica del compleio CFO-CFs

de cloroplastas con maleimicdas

v =su efecto

FPag.

T /0

a1

A4S
A&
47
48
S0
SO
Sa

S?

80
89
103
129

129



actividad de la Mg “—ATFasa y la ATP—sintetasa

Influencia de substratos, prqduttbs v
desacoplante en 1la inhibicien inducida’ por

Ma Z-ATPasa

maleimidas de la actividad de “la
Efecto de la N,N—dimetil-ior‘mamida"
actividades fotosinteéticas:
BIBLIOGRAFIA

‘en  Talgunas

Fag.

142

150
157



Tabla
Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

I.

INDICE DE TABLAS

Compuéstdé ensayados ’ *

II. Tiempos  &ptimos para la inhibicion de 1la

hidrélisis: vy la’ sintesis de ATF por malei—

midas monofuncionales y bifuncionales

III. Parametros cinéticos para la  inhibicien

Iv.

‘o éstimulacién de la sintesis e hidrélisis
de ATP por maleimidas monofuncionales vy
bifuncionales

Efecto de adenin nucleotidos, fosfato Y
cloruro de amonio en la inhibicién de 1a
actividad de la Mg+z——ATPasa por maleimidas
Reversibilidad de 1la inhibici ¢n de la
fotofosforilacion producida por la N,N—
dimetilformamida i

Contenido aproximado de grupos sulfhidrilo
por molécula del complejio (:FO—C'.I’—'1

Pag.

25

&5

&8

s2

110

1=3



Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

INDICE DE FIGURAS

1 Tiempo - éptimo de
concentracién Sptima
actividad de

activacion,
de

de

substrato

ensayo

‘para

13 Mg+2—ATPa5a unida a tilacoides

de claroplastos de plantas de chicharo

2 Condiciones de activacisén,

la

Y
la

ensayo y concentra-—
ciones optimas de substratos para

actividad
de la ATP—sintetasa unida a membranas tilacoides

de cloroplastos de plantas de chicharo

3 Determinacion de los tiempos opiimos de inhibi—

cion por maleimidas monofuncionales de la activi—

dad de la Mg+z-—ATPasa unida a membranas

des de cloroplastos de plantas de chicharo

4 Determinacion del

efecto

tilacoi—

de concentraciones

variables de las maleimidas en las actividades de

la Hg+z—ATF'asa Y de la

ATP—sintetasa unidas a
membranas tilacoides de cloroplastos

S Determinacién de los tiempos optimos de inhibi—-

cién de 1la actividad de la
membranas tilacoides

bifuncionales

Mg Z-ATFasa

inducida

por

unida a

maleimidas

& Efecto de concentraciones wvariables de maleimi—

das bifuncionaies en la

unidas a

actividad de la Mg 2
ATFasa y de la ATP—sintetasa

membranas

tilacoides de cloroplastos de plantas de chicharo

Fig. 7 Inhibicion de la actividad de 1a Hg+2—ATPasa en

Fig.

Fig-

funciocn de la concentraciéon de bismaleimidas y su

relacion con la distancia entre los centros reac—

tivos de las bismaleimidas

8 Inhibiciédn de la fotofosforilacién en cloroplas—

tos por maleimidas monofurcionales en funcion

tiempo de sintesis del ATP

d=1

9 Inhibicidn de la fotofosforilacidn en cloroplas—

tos por bismaleimidas en

funcion

del

tiempo

de

Fag.

St

S5

&2

56

75

78

21



Fig-

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig 16 Efecto del ADFP y dx'Ferentes

Fig.

sintesis del ATP

10 Determinacion de los tiempos optimos de inhibi-

cion de la fotofosforilacion en

maleimidas monofuncionales  y. hifuncionales

11 Efecto de la DMF en el consumo - de

ATFasa, sintesis de ATP y reaccion ‘de
Pi—-ATF '

12 Modificacion paralela del consuvo - de
por membranas tilacoides en
de DMF

13 Efecto de la DMF en’la
transportadora de -
violdgeno

14 Efecto de la DMF, ) en

transportadora de electrones

1S Efecto del Pi v dxfer’entes
lante y desacoplado

DMF en la velocidad del transporte de
basal, fosforilante y desacoplado

17 Inhibicién del transporte de electrone
fotosistemas I y II por DMF

H,

intercambio

cloroplastos por

Mg rz_

protones

“‘de agua

la

electrones

en

VSEnCJ.a Yy en presencla

a metil

cadena

L concentraciones de

DMF en el transporte de electr'ones basal, fosfori—

- concentraciones de

los

FPag.
94

7

104

105

112

115

127



In this research,

12 maleimides were  used

in order to try to
detect +the

existence of dxfferent ‘H —ATPase conformations induced
by 1light when t:hlnr‘oplasts - uere'rf. energi—:—.ed. Monofunctional
maleimides were: 1—H—pyrro1—2,5—dxone, ethyimaleimide, methylol—
maleimide, phenylma‘lexmzde : s carboxihydroxiphenylmaleimide.
Bifunctional

male‘.um.desv : used - ,;ee‘r‘é: N—chlorometilmaleimide, NyN—
bismaleimide, N, N'—ethylenblsmale:.mxde, N,N'—~dihidroxyethylenbis—
maleimide,i ~N N'—tr—xmethylenbzsmalezmxde, N, —methyletherbismalei—
mide and ‘N,N'—tetramethylenblsmale:.m;de.

Results showed the
following: i. The l-l

—ATPase . :anfc:rmat:.on required for the ATP
hydrolysis \}}}as induced by intact chloroplasts
illumination, senszble to

inhibition when © the

—SH.
groupl(s) ﬁf the were blocved chemically or cross—linked by
mono— Aanc; bi-Funt:t {=] Ng+z-—ATPase and ATP—synthase
were inhibi'ﬁé i pismaleimides; the degree of
in&-.ibiti"gn "}i-;-,:' ,thé type of maleimide used; 3. The
effect of ‘ photophosphorylation in freshly lyzed
chlorc:plaslfts . 4 ¢ ‘activating ATP synthesis and then
inhibiting it; D .'peir-vc‘eni of Ng+2—ATF’ase activity and ATP
59nthesis inhibiti;cnv N was inr X di-F-Fer-ent degree: each maleimide and
bismaleimide ihdu:éd : 7 :

a specx-Fn: and - charact_éristi: inhibitions 5.
The data show that 5 the H: —ATPase complex in ) illuminated
chloroplasts uses. cin’é_ o spec:rFu: con‘FDrmatidn -Fo;- atTe 5ynthe5i¢_;,
which is more’ sensiblg to inhibition ~ with monofunctionals and

bifunctional maleimides  and another specific conformation {for ATP
hydrolysis, which is less sensible to inhibition by maleimides; &.
A correlation was found between the lenght of the reactive center



el
s

&

[wh7 T Digmalicumides

(cetween 5.5 A to s d N Geieh increases
hwydrophobicity? and their Hg+2—{-‘1TF'ase irmnibition increzses; 7.
ADF, (=% % anad phosphate protected the NQ+Z—ATF’ase o inhibition
induced by maleimide=s., in some cases, the lt\+2-ATF'ase was activated
1007 and 14074 by ATPF y phosphate, |
the

respectively: 8. The presence  of
wncoupler NH_C1 in the reaction medium  of the

maleimides
induced reversion, protection Lar had no—effect on the HQ+Z-ATPa5e
sensibility ‘o inhibitian bi/y ;;\alei‘.mid35~ and bismaleimides. The
results found with maléimiaé's V‘ura»nd bismaleimides indicate that
thetre i evidence for datect:.ng A specific conformation for
Mg*z—'ATPase and far ATP synth he H+-‘~ATPase complex bound to
the thylakoid membrané ‘i;’ *r éh]_.Y: lysed intact chloroplasts. Each’
conformation nas inbiibitg : a . ,,aif#:erent degree with the
maleimides used in oy ‘ésééf‘:h- "Furthermnre, each

H -ATPase
conformation induced by ] _l.itg’h’t - has.  specific characteristics for 'ATF’
eynthase or ATP hydrolysis time

of illumination, "type“,‘ ©ar
concentration of maleimide used, etcd.  In - the second part ‘:q;:_,this—
research the effect of nNyN—dimethylformamide on clrf—-?erent
photosynthesis activities ‘ was characterized = an 1nta:t freshly
lysed chloroplasts. N;N—dimethyl—Formamidé inhibits b::th : ATP
farmation and the accompanying coupled electro' . in
chloroplasts. in the presence of ammonia a ﬁééuﬁling
concantrations, the phosphorylating electron transp ; nﬁ?ﬁitian
by Ny, N—dimethylformamide was partially rever‘seq.”f‘ ‘Basay ’kel»(;-_-c,trc:n

transport {— phosphate - A~DP) wwas inhibited 787
NyN—~dimethylformamide;

7% Cvsvy

this effect was partial};y',i ‘vr:eversed by
NH4C.1. Ha==al electron transport inhibition by
tti—dimethvylformamide was higher whien electron fFlow occurvred with
limiting phosphate (below 1imt) concentrations, but it was

reversed




oYy higher phosphate (amM) concentrations, as well as Dy higher
concentrations of rM,—dimethylfarmamide X

12157 v/ vinen ADF
concentration {O—1 mi) was varied, the basal electron transport
inhibition by Hyt-dimethylformamide was B .reyerseq as the
concentration o+ the solvent increased. ) ’;Fher e Pi;ATP : exchange
reaction was inhibited by :

N,N-—dimethyl#crmémide in a similar
manner as inhibition of ATF synthesis., Light in'du'ced proton uptake
vias not affected by N.N—dimethylformamide

at ' concentrations
completely inhibited ATF

which

formation, and it was not a2ffected in
ethyiensdiaminetetraacetate—~treated chloroplasts which were
partially deveid af coupling factor i However, M92+fATF'ase
activity was partially inhibited to B 2% by 327 ' of
N,N—-dimethylformamide, suggesting  that CF:. was ,ync‘:t_‘. the, - main site
for N,N—dimethylformamide in the inhibition of

Tof eiédtran ' flow. Both
photosystems 1 and 11 wers’ als éf%éﬁteﬁ.l The effect aof

N, N—dimethylformamide on thylakoids. as reversed by washing of the
chloroplast=.

The result s

overall. indicated Y that
NyN—dimethylformamide electron trar?s‘pcrt,

inhibitor. This

acts as an . inhibitor of

an ensergy transfer
N,N—dimethylformamice

and also

as

latter action of
was reversed by nucleoctides ADP, AT or
phosphate. )



RESUMMEN

En este trabajo, =se utilizd un grupc de doce maleimidas para
detectar la existencia de conformaciones diferentes de ia
H*-—RTF’asa inducidas por lu= cuando los cloroplastos son
energizados. Se incluyeron cinco maleimidas monofuncionales:
i-H-pirrol—-2,5—diona, etilmaleimida, metilolmaleimida, fenilmalei—
mida v carborihidroxifenilmaleimidas

Y siete bifuncionales: cloro—
metilmaleimida,

NN —bismaleimida,

NN —dinidros:

N, N —etilenbismaeleimida,
siitetilenbismaleimida,

N,N'—~trimetilenbismaleimida,
My —metileterbismaleimida Y NN —tetrametilenbismaleimida. Los
resultados mostraron lo siguiente: 1. La conformaciéon del compleio
H+—ATF‘a5a promovido por luz en cloroplastos intactos v requerido
para hidrolizar el ATF en la obscuridad, fus=s sensible a inbibicidm
cuando los grupos —SH de la enzima fueron bloqueados guimicamente
[=) entrecrucados por las maleimidas monofuncionales b4
bifuncionales, 2. La Hg+z—ATF’asa v la ATP—sintetasa fueron
innibidas por maleimidas v biemaleimidass el qradao ‘ de inhibicia
e= dependiente del +tipo de maleimida usado, 3. ‘Alguna's de ellas
produjseron etectos bifasicos en la actividad -Fds-Fc:rilante del

compleio H+—-ATPaEa unido a membrana, 4. N _Elv“ gr'adade inhibician en
la actividad de 1la Mg *-ATPasa y en.  la " Sintési=s de ~ ATP

fue
variable; cada maleimida o bismaléimi:?.!a ‘ind\:xjo“ una inhibici an
ecspecifica v caracteristica, S. 7 Asim;smo, : se observo qgue el
complejo H'—aTPasa de cloroplastos -iluminados adquiere una
confarmacion

para la <=intesis del ATP que

es mas <sensible a 1la
inhibiciéon por maleimidas (monofuncionales v bifuncionales), que
ia conformacion requerida Ppara la hidrolisis del ATE, &. Se
encontro una relacion entre las

distancias de los centros



reactivos ae las  maleimidas bifuncionales (entre S.S A -y 2.2 A
gue presentan hidrofobicidad creciente) v sa incremento  en el
efecto inhibitorio Mgifz—-ATF"asa, ©7. El  ADFP,

el. ATE v el Ffosfato protegieron a 1la Hg+z+ATPasa de  la ‘inﬁibicién

en ia actividad de 1la

induciaa por maleimidas, en algunos casos

1a Mg ?ZATFaZa | fue
activada 100% y 140% por ATP y - fosfato, respectivamente,” 8.7 La

presencia ce un desacoplante - (NH;Ci)

de - marcaje,
produso incremento, reversién o

J : séhsxbliidéd ra la
inhipicien de la Mg ~—ATFasa :.r;du a : 1a5 malleit;xide.s. T ros
resultados encontrados en o - rccn rf\aleimidaﬁ 4
opismaleimidas aportan evidencias la existencia de
conformaciones especiticas ":vsaravf : fz—éTPasa v para ‘la
ATF—sintetasa del compleio H+—ATPjésa . .‘Ll‘l"\idn a membranas tilat:oid-esi '
en cloroplastos intactos ,;isédas'," i durante el ensayo.. . tas
contormaciones diferentes d'e '1a[' ‘be‘n';ima son induc:_ida_.s e : 1uz
durantce a energizacion de .. yla‘ knerpb%ana del t:.lat:oxde

cloroplastos intacteos, vy pueden’ p'ari':icipa:rfl_ de.

‘ r\depéﬁd;énﬁe
en la fototoseforilacion (en  1la lﬁm “jy, en: la ‘
la obscuridad). En ila segunda p.var’t;e‘ :
caracterizd el efecto ) de lé N,l}i'—;rvcl;rf;etil{crmamidav
actividades fotosintéeticas aer
NN —dimetilformamida inhibie tanto  la - ﬁ:rma::.
flujo de electrones acoplado en - c:lcvr'cvplasto'_-'- del
transporte de electrones {os{bcril‘ant;e ] "%ue ‘ revertzdo por la
presencia de cloruro de amonioco a coﬁéentracianés desacoplantes. El

tramsporte de electrones basal (—  fosfato, — ADP) fue inhibide 7874
por G [SVIAN] de N,N'—dimetilformamidas ecste efecto fue
revertido parcialimente por NH4C}.- La inhibicién del transporte de
electrenes basal por la N, —dimetilformamida fue mayor con



concentracicnes limitantes

ce fosfato mencres ae b3 miis, pero fue
revertico pPor concentraciones mayores {13 fosfato = mM; Yy de
NN —dametilformamida U2—15%, 74N La anhibicion del transporte
o= elsctronss Daszl fue revertida cuando s incrementaron
=imultansamente 1as

concentraciones del solvente v de ADF (O—1

mtl. La re=ccion de intercambio Fi—ATP fue inhibida por NyN'—dime—
tilformamica en +orma sSemejante a la inhibicion de= la  sintesis de
ATF. El consumo ce protones inducido por lut no se aftectsd  por  la

M. —dimetil+ormamiaa a las concentraciones e inhibieron

completamente e sintesis’ te ATP, v no se atectdo en ias
cloreplastos parcialmente depletados de factor ae acoplami’ento 1y
tratacos con Acido

etilendiaminotexraacetico. Sin Embargcx{, la

. i L+ S . . . e,
actividag dce la Mg Z_aTPasa +Fue innibdida- parcialmente, 324 por  32%

de N,N —dimetilformamida, sugiriendo que . CF no Tue el sitio .
princapal (=23 ia inhibicion adel flujo de electrones pné la
NN —dimetiltormamiaa. tos fotosistemas 1 v i1 tambidn fueron

atectaons. El efecto de 1la Ny,N'—dimetilTormamida en tilacoides: fue
rewvertica por lavado de los cloropiastos. t.os resultados

indican
que ie N,N'—dimetiltormamicda actua como un innibidor . del
transporte de electrones v tambien como un inhibidor de la

transferencaa de  energia. Este ultimo efecto fue revertido . .por

nuclecotidos (ADP, ATF) o fos=fatao.




COrFOSICION DE La

-+
ATPsintetasa, H —ATFRaza [w) COMFLE3O
cr -cr . .
B, plantes supsricres, ia ATFzintetaza est = presents
[ R T T R S (=18 1z lame:

1983). L&

EnThne 220 5 tarmada  por das

& Cr+ ssoz-alizauo en is oasris GEl CF.. o
segLaonto Ldrofowwioo inmErsc S 1a amembrana- B LF1 es=t= =
=t ~e&ET compuesto ae cIinco =ucuniaacaes ce diig: entas pPaE=0os

maoleculatr s= Oty 3 . & > £E. Ei segmento CFrao no na s100 aisiadoc
coas uris entisad

comoletsa perc = ne propus=Tto gus conscoca “e
cuac o polipeptidos diterente=ss: rres ce lo= cuntes man si1do
purzilcaaos [T 83 et e 19870 » =0t 1la=s =ubpumdadces genominagdxs 1.
ti, ~» 1lii. La cuarta subunicac +ue detectada hace algunos 2108 por
o v Racier 1972 3y =u exristencia se contirme recientemence
wrlizands (=21 mapeo [=1=] oen=s cels cromosoma as cloraoplasco (=13
cihitchar o Cozens =t al, 1S40, De ios nu=ve polip~ptidos quies se

Sans consctituyen el compleJo CF o—CF 1. seis son cooificados - en
4 de=ld cioroplasto. LoOs=s genss del cloroplasto que codafican para
la=s subunidades ot 3 e, 1 v 111 =son

fotogenes wde Heiza et a1,

1989 Rodermel v Bogorad, 198653 mientras que los aenaes para las=s

sunhoaninades & y 11 estan localizados prcﬁaolemente ern el mn.cleo
whleschicff =t al, 1221,

ESITRUCTURA PRIMARIA ¥ ORGANIZACION DEL FACTOR DE




ACOPLAMIENTO.

W

i =E Comp2

1& secuensia oe amincscicos dz  ian supunidades
oL Yy (3 =esras= rEvelan ain 8lta grado as nomdlogla. esp=cialmente en

=ZarInE Gue puesGen

= ==t ar involucraoss ‘en is [EI R P RAT AN de ios

wicisbricas thtoice et 1. 1TsS.. Fersc= naper cuaTro regIones doinnde

(- isomoiogfa = oarTiculsrmentes 1mpoirrTante e Gite =e obsarva, no
= IC=E solip

(-3 v f<3 ce 1o= cloroplastos s1n0

eauwivalentes oS MITOConOrias h 4 nDacrtaraas

(Ba o8 . 1TEL . misao iacs SucunidSaoses B ce B [=13 diferentes
1
pressntan [E3ST-3 sita nomolcara {ivei=on v T100r, 1984 v

gEneralimencts son ase oeso molecular meno- auz el correspondiente =

5

s subunidades « (Merchant vy Selman., 1583

() determinacion ds la estructura pramaria del comple jo CFs
=2 1oy’ con el analisis e la secuencia del DNA de 1os geEnes que

codificen pars lae diferentes subumoades en siguientes
esnperses. L s supunidades o, s ¥ £ fueron Secuvenciadas en tabaco
(irmnes ex 2. 1S€7; Dieno v Sugiura, 1554 Sni1noTaia ex ai, 18357,
1o= =uumnudades 3 > & (=1} mas trebbers =T 21, 1582:; las
sutourmdade <3 ~ £ =14 espIinaca Zurzwski, e a1 19825 las
sumuunasdss @3 »y £ en cebada (Zurawski v Clegg, 15842 Loz genes de
ta=z subunidades o« 2y & de chicharo, estfn ve locslizados por jo

e probablemente dentro de poco tiempo ser s secuenciados  (Huttly

vy Bv ay, 19842

Se INT=2 5 determinado lo= perfiles de hidropatia de
poliptnticdos de las subunidades 1, 111 v v de CF o obtenidos a



por T c= ia ECCUENCIac1INn ce oo cEnes

- rEe=peEstIvos Cozen »

. [ I S= pProfpons gqus 1= Tres subumdasdas de CF.__.
coditTicscGeEs e (=31 cloroplasto =or oTtEI1nas= meEmbransles
INTeg: &1e L& subLradad 1 rosee un sagmento midrot:-oice anclaao

en ls oSsmDrana v otro hidrofilico gue se provects nPacis €1 estroms

{0 manac un talic. S cree que C,F‘ se une s CFU por interaccion
cor. ese tallo. a8 nmaturaleza altamente hidrofobica ce 13 subumidad
111 s relacions con su papel propuestc en 1ls formacion o=l canal
[51-] protones. s suburmoad I es uns oDrooaEing hidrofobaca b
Bres=ennis o x—haelices Tran=ma2moranales, una ce sl1az prooablesente
intEraccionsg core ia subunidad I1i Dara formar el canal iHugsorn v

ria=on, 19848..

ESTEQUIDHMETRIA DEL COMPLEJO CFﬁ—CFt.

Determnaciones reciente=s desi) peso molecular ael compleio E‘.F'

gz e valo de 4G LD, en vex- ce ZIZIE KD gue thtesta hnace algunos
aiicz hiacia s3de reportado para CFr1 ce espinacas Woronesy et al,
1SS! v ce Ciamygdononas rexzrnharcii Grierchant et al, 15835). Estos

resultacos sSon consistentes con una esteqguimmetria de o3 Bz Fy & &

iz cutad e=stn de acuerdo con el analisis utilizando tt*eacF.
i formements marcado (Merchant et al, 1S9E2; Siiss v Manteuffell,
19250, For otro lado Berzbon et al [SE-2=T-5 ) proponen que la

vzl oader & estequiomeisris = de tres

ibunudades & por Cfi; v las
coajes estequuiometrias de & reportadas hasta ahora podriian deberse
a que 1a subunddad & me pierde ficilmernte durante la  purificacicn

des i woase v Green, 1981; Finel =2t

1, 1984



Con MITITOESOnYE electrornica

v tincion negativea ila CE se
e Cbhservano Con Unsd  SINetrisa oS =SS zecciones JWiloase vy Green,
11, Lbey et sl., 19372 o wuna de tres cuands las sucunicages & se
frats tnaao & anticusrpos monoclionales e=pecifico= ant: o (lisdge et
=3, 156541, Togos esTtosS resualtadtos estan [=1-1 acueiToo cor wuns
esteqguomeEtria o, Fa.

For otro lado. la eztequuometria raelativa de 13 suwndades
ae LF. 3y €2 materia de deoate pero srecuentements =2 asumsz gue
=31 copIas oz is =subunidad 111 constituven un canal de forma

d= ia membrana v qQue 1la subunidad 1t

organizacron estructural. tos papeles ce
subunidadea= 3 v I no [=Y-121 claros peroc puede ser
haciengo ma= Ffuerte la asociacion de 13 CFa: conn 21 canatl
ae protones formado ROr el hesamero Se las subunidades
(Barber, 1987k,

ESTRUCTURA SECUNDARIA DEL FACTOR DE ACOPLAMIENTO.

t.a estructura secundaria de cada subunidad del complejo Fa
Eschcrichia cols na =1do Inferida de ia souencia ce

.5 organcizaciosn de las caden=ss pegtidicas en

ha sido ropuests a

partir de la hidropatias calculada con
Secitaenca de aminacidos {(Hoppe Y Sebald, 1G3843 alker et
1Feas. Comparaciones de las secuenciss de aminocacidos en Fa
cscbherichia colz y CFa de

organismos fotosinteticos permiten

ayuga &

las

gue tuncionen

conductor

111

de

amino acidos.

la membrana tambidn

1a
al,

de




= E=Tos

E2CUEmIIa

- ==313 reE=Iouos KMITIODCIODS Tguaies Leno > Sugiar =,

1584 que particspan (=11 una manara se

silante en ia [V 5 Rat ¥ [=1=]

nucisotisos en oTras enTimas gue FY~1-1 unen par s su actividad

i RazE&a =24 al. 18 2;. i porcentajle de nomolools de aminoacidos

ae ie= diterenctes supunidades ? hasta anora secusncaadas es de

cerce ce g (Shinozaki et &1, 1983 v cCorresponde con la

conser vacinn ce la estructura secundaraa entre o= diferentes

La orgatmTacion de lacs subunidades se na investigado por

sntrecrutamienzc Suimico (Rott £\ Neléan, 1284 v por la

accesibilicsso E) anticuerpos especiticos {Klein—Hitpass 1% Eerzborn,

1845, Se n2 propuesto que las subumdacdes &« Yy (3 estawy arregladas

alr=rnativamanta v forman un

hesamsro estabilizaoo por 1a

susunadao r Gue constituve el centro deil compie o tEBarber, 1987

- sSu ez las subunidades Iy Il del CFn =2sTAn en contacto con Sy

F .

£ sumirienaoo su papel en la umion de CF a O "
1 "

Se nan utilizado algunos metoaos

fisicos para estudiar 1=
O @M1 T&CIt N general del compleio CFa por ejeaplo el dicroismo
circular e proporcionado informacion acerca ce los cambios

conftarmacioconales, en CF, de espinacas, gque sSga deb2n a la uwnion de

substrato (vounish et al, 12830, Empleando sondas fluorescentes se

han (Fict. v Finel, 1983y marcado =itios especificos de CF1

inciuvendo ics Siguientes

(§ 9] tres sitios de [E1 oS TN . ) de

. - : . - - .
macletidos, cada una con distintas caracetera sticas, localizados




= FE=2 sols

diz=nal vy o,

ters agrupo =ulihicrilo

13Ty an el

LA pPuUeLTte
polipep<ido 77 Hammes, iTEA; 32
ity reactivo, unico, en

2i polipeptido r
terione et &l 1555 <4 un grupo sulfhidriio &n [=8) polipeptido r
qQue pusde msrcarse =016 cuando los ti}aco:éﬂe‘:‘ son 1ncubados en la
jum > en la Preasencia de reactivos sulfniorilo (Cerione et al,
1¥85: Snvyder v Hammes, 19684: (5 un arupo sulfhidrilo, wnica, en
el molipeptiao e (Federsen v Caratolis 1987), (5! una tirosina
especs fica =1 caca uno de lios

1=BT. L a= mECICICei= S

=SrviIoD para
CF . de cioroplastoss
intrincadamance
telcs de

==t a  localizada entre

memorana (HMcCarty « Hammes. 1987).

o=

es=tabiecer

asimetrica,

la superticie

ios s=itios de

polipeptidos IES (Snyder v Hammas,
= transrterencia (=13 energsa fiuorescante nan
en +ormes general wun mapa estructural cel
se ha establecido que esta molecula es
corn  los sitios  da un1on de nucleaontidos=
de 1&a Mmemprans, gue urna region regularoria

unson de los nucleotidos vy 1a

FUNCIONALIDAD DE LAS SUBUNIDADES.

e than setialado algunas propiedades funcionales de las
difer entes suburidades del compleaio CF ‘—CF o For ejemplo, las
subunidades =3 v g3 fisan nucizotidos (Deno 2% Sugiur 3, 1584;
lanatawa et &1, 1982) v se piensa que 3 posee los= s=rtios
cataliticos. Se tan identificado algunos residuos especificos dée
esta subunidad vy los sitios donde se une el DRCCD en bacterias
termairlicas, E3 en E. <olzx v en mitocnodrias correspondan
rezgpeschivamente a los acidos

qlutamicos 204 vy 215 de 1la subunidad

&

e ————



roEniga

v filniteon, LTS . LA

que se e & tres AMILO 2CI0DS o= ta
s mitocondrias vtollemans et Dla 1733
& ia

tiz=aina 17, la isala=ucans Joind § ¥ l= ciros1ns
28 3 3 supunldaces momologas en EeSPIN&CR. localizanas en wuna
fod =1 20 (=2 =S pepLicica ae 1=

supunidad R aencminada “doblex
. ls cual ez esencia para 1a Kotividad catalitics
W STIAT AV ex 21, iv¥y3Tad En

oOrgamsmos fotosinteticos
WTIIITICI0T

ia
o 1ose analogos ae nucleotidos con fotoatinidad marce
las suounmndasaes X v r3 f=1 I3 wmcamente dependiendo ce 1=
COM+Ormacion e wnt [« Hzanely de ia sonda {iC-arnacia et al, 19823
Czarneis (= & &1, 19es: Aboott e< al. 15843, a conformaci o Yanti®
s regiueres p&ara que los nucleotidos =ean un buen substrato
(Czarnelisi, 1584:

Recisntaenmenta Fraach v colaporagores 1Ses:

obtuvier on
prepsr aciones de subunidad /2 de CFi1 de cloroplastos que catalizan

13 tbarcoiisis da ALF

. -z X
dependiente de [ 3= a velooigaces comparabples
& atras=s preps-aciones oe CFy, deficientes d2 alouna subunidad.

S he demostraco gue la subunidad P 2= necesaria para que el
complelo «&« A reconstituido de E. Cal: Ulanazawa et
de i

@ CTErium o3 {Hagawa et

.

al, 1983 b}

Y

&Kl. 1984) desarrolle actividad de
ANFs=a, sin embargo en organismos

fotosinteticos dicha
reconstitucion a partir de subunidades aisladas no e ha lc)gr‘adot
Iy F3tuy l1la subuwnidad > forma el centro

del complejo «—/F vy regula
su actividsd por induccion de cambios conformacionales. ia
sutyrndad ¢ en cromatoforos de Rhodospirillum

rubrum es necesaria

~




et & ia iotofostorilazinn it

v Gromesc—Elnsnan, 1SS,

b sutunidaa 77 a=1 CTF: c=s E=pinscas contien=s un puente disulfTuro

S51~5S2 > ac= rESIGUDIS sulfniariio Sa—%Ss irtalin v ticCarty, 1984,
Mioroney et &y 19843 hetcham (=34 =1. 1524, los cuales pueden
oniIgEr=E cara formar un pusnte cisulfuro ’ [=} pueden entrecruzssarss
con alauros COMDMIESTOS aqunaco=, inaucs endo unrnas salaga de procone=
& Traves ce is mEmnrana del cloroplasto, indicanco quie 1s
SUSUNIOass 7 funZiIona como urs “Ccompuertat [=1=3 protones. Ei crupoc
=wuldridriic S= es esernczial eara ia actividsd [=1=3 ATFzintetasa v es
(=] co ruIpG =4 cConser Yoo er TodEs PR SubuNIoades r© de

crfsy ente organsmos.

& FEOUTC1on ge’ pusnte disulfurec E1-52

InonceE la actividao e ARlTFasa en cioroplasto y no s encuenira en

la suwunidasc y de E£. Caii ni de mitocondrias.

Lainrrante mucho tiempo se propu=sn que 1la subunidad 6 actuaba

coac &1 =3t310 de wunionn Fi3 v Fo. Ests proposicion ha sido denesada

po Kigunrnos autores como Eerzpon et al A9E4) v FPatrie y FcecCarty
1SS 4. Cuienezs sugieren gue 1a subunidad S parece ser
prancipalmente mnecesaria para prevenir ia salida inespecitica [=1=]
proTtones El traves de Cro Y no se requiere para | 1la

Forofosforiiacion.

& subusddad & es un infibidor de la actividad ARlIPasa,
adicionada a3} CFa aislado (Finel et ai. 15843 Richter et &lg
1584, ) cual sin ella posee una actividad de AlFasa dependiente
e a"‘+ =33 ambargo asta preparacison no se reasocia a tilacoides
deplatados de CF1 3 menos que se le adicione 1= subumidad e

tRicittar et al, 19847 la cual, [al=] = requicre directamente en

:
i
!
4
!




PR (s nELDrans., GETS Su pressncis

RreNIeng, igual cue
te susumdsd & ies =a136s mEspecitica de protones & ca2 CF .

PROFIEDADES CATALITICAS DE CF - ’

a) Froceso de activacion.

F ¢ e wuna ATFasa latente ~ para cue manivie=te =u funcicae
caTaliTtica cebe ser activada. t-a activacion 13; FIizu o 12 enzima
urnIaz = moabrana oourere par energizacion as la mEmdrana. La
activacion as CFa aislado—latente s= puescs realyzar por
Tratamientos con Tripsina {vambutas b Racker, 1955), calor
(Farron. 3G P Farron v Racker, 1270), ditritreitol DT HieCarty
~ Racrer, 19588,

detergentes (Fici: v Bassilian, 1582, o

alconoles
Ganton vy Jdagencor f. 15860,
AN presencis ae Lal=13 3% ia actividad nidrolitica de ia F‘
airasa m) rocondrial soluble e= activada por concentraciones
mavaores ae PRI N (=13 a

tPenefshiv, 1974, iLa activacion tambien Hha
=100 obkservaca  cuands  partce del agua detl medio de incubacin es
r E‘E!l‘-pléza(‘l& por un solvence

organico como (=33 dimetilsulfoxido,
etilenglicol, dimetiiformamida, etc. G reis, 19873 Saltamoto v
1 Qomuay &. 1S53 Tuena as GComez—Fuyou et al, 1584). Resultsados
simiiares se obtuvieron

en diferentes laboratorics utilizando
dimein 1 adenosina trifosfatasa de esperma de erizo de mar (Evans
v Sibbons, 15858), pirofosfatasa de bacterias fotosint eticas
Ruovocsgsrrtlum rubram {de Meis ec ail, 1983) v CaZ+—A TFa=sa de
reticulo sarcopiasmico (de Meis et al, 1920).



£ mzEosnol (=31 374 son otros

oz =ctivadores as ia NiFasa
RIS T -1 o MmO ANz v Y-S activaciaon es revaersible {AEnthon »
Jagencs 4. = ias E= mQay srovatis Gue ia

resultanc e un cambioco & la estructura de

cel me o000 emplieacdo Paras activar

secundsria, terciaria o cuaternaria Sea 1a

O puecs plantearse un mecanismo comun 1nvoliucrado en

a= activacic.n.

1= bt Tt o Vi ia sSubuniIgoad P> es
intracecoe os 1 actividad ATFasa en CFa

ia protemns v

=13 la

Sonsio=sracs

soluble. tas

sctivaci N s=a =1

cependasra

estructura primaria,
afectada, [=1=1gl ic que
(=2} pProceso

wn inhibidor

tratamientos
4r=31co= Gus nigucen la actividad ATrFrasa Antnnon > Jagendor €, 178
1924y lineran 13 =wupunidad £ ae 1= SnTima. El Tratamiento con
[=¥-3¥ -1 iFatrie ~ trcCarty, 1234, o con ecancol (Facihter at &3, 1984;
de=plezan & lasubunidad < sSin campiar e: estado e oxicacion de los
puentes=

oizulfuro presentes en laz= otras

Tratamiento aVIMICTOSsS que incucen la

soiutle o liberan 1a subunidaa &

reco: de 103 puentes cisulfuro

acTivazion por "tiocles" correlaciona con ia
cdisul furo S . S, en la subunidad 7y vy 1la
con la fadrolisis parcial de ia subunidad

1584;: lietcham et al, 1984).

sutunidades de
& oTIviIod
. N

urrcamente

presentes en

c¥F 2 tos
ATFrasa en CFs
mooifican 21 e=tado

las subunidades-

‘Esa
reduccion cel puente
activacion proteolitica
o Halin v HicCarty,

o= tratamientos d= activacion de CFq con tripsina, calor o©

Lo - . -z
D mani fiestan una actividad de ATFasa depzndiente de Ca en
condiciones normales d= ensavo Mambutas v Raclier, 19 65)Y, a



oyt

e13C 1 é ce 1 sSCcTavatiIod. L =Y = mEvtro
octillglnic rs10c. el cual geners unsa AlFasa depancaente az g T
- I e . . ‘2 >

(tFact v ZEam=1lian, AACE=PE N L= especiricidad ail CaTion L& o g
TEmib ey pueds cambiavee por 1a adiciacn de matsco = f=311) =3 .o as
eicarionatos = Z (Hochman v Carmeis, 1781b: WNalszocn ex al, 1S732)
. N . R - . Ll S -4

v  por  oxros scicos  deoiles. e espsciticidad al o ien ing o Ca
aenende as uns compleia nTaracoion con (=31 AT F, ya gua el
supstrIrato r=a1 de la enmama es 1 compleio ATF—1on metadico v
no at TF libre. For [=31 contraric el ATF libre v los iones
met nlicos lzpres 2 conceniracionss 2ievadas acTtuan como

- +z +2z
inhiDIoores compETtitivos. Los 1icne= g - Ca b que forman 21
SsSubDsEtrato Mmas AacTtivo

son a su ve:s- los inhibicores mza potentes en
sw  dormas  liore. E1

meior substr=tn e= el ATF'——Mg*z, aungue otros
nucliesnticos= con el anillo purinico como el GTF v el ITFE tambien
=onr nidrolizasles, s1n embargo. las Pirimidinas como el uTeE ¥ el
cir no s hidrolicadas Vambutas v Raker, 19650, La

an ia

comparacion
especificiad oe los substratos para ATFasa v ATF-sintetasa
dan resultacos semesantes (Frampek

vy Stroutmann, 1931

Durante la activacion de la ATFasa del compleio CFR1—-CFo unido
& membrans enisten dos fernomenos; primero, ia -&ormacit;)r\ de A
potencial protommotriz <A ;._lH ) & traves de la membrana vy segundo,
la induccion de un cambio conformacional en el segmento £€Fi: de 1a
~AtFasa enxponiendo el residuo ‘53 v haciendo accesible «) puente
disulfuro S’—Sz a la ruptura

por reduccidon  de

dicho puente. A 1a
inversa los grupos tiol S:’ Szee protegen de los agentes o:sidantes
er presencia del A;tH Y se nponsn cuando el QLH se cancela
(Shahal, 1985)- Estos dos procesos

que llevan a ia activacion de

13



mEabr Aansl =0on recamscentes  de
Creoctores arsulfuroe emplazados

para activar 1
2151300 vizlin

& SiFasa ae
W MoCarty, 19z4:. En cloroplastos (=3} sgente

resucTor Gisuvifurs matural ez una tiorreas:ins Hiills v riitachell,

1S &4y, Gr =par et al, usEeaqr v v t':litchellq usg4) praponen

Gque e activacion 4= is ATFasa e= causada por la protonacion vy

C2SProTanacion o= residuos sulfnidriio ge is ATFasa- Con CF+1—LCFao

reconstituldoe en zposamas ias actividades ATrasa v Aaltr—-sintetassa

cEpangen oc ia caturalaecs [=7-3 los fos=folipidos=s usados (F’icr:’

1‘?5?;. e oRoLersas forTtozinteticas is activaeyom (=1 1

perECcE Dpressntar Giisrentes

s ATFasa
mecsamsmo=. Ei:  puntoc coman es
13 activacion des 15

que con
& enmDima =& 2 produse

cambisn  un activacion de 1la
fucrodarsls de=  ATF en ia oDsScurigad  como pare 1l s:inmtasis ae MHIF
cepesndiente de luz (Valiejos et al, 19835

D) Efecto del gradiente de protones.
Es

ciarc ogue 1& zintesis de
adentro hacia afuera del
;JH >

aYE ezt acoplaaa al fFiuio de
proone=s as tilacoide vy que depende gel
velor dEi > traves de la memorana.

Se na reportado uns esteguiometria de T para la ralacion H* a
[ER R adurante ia sintesis de ATF en cloroplastos (Davenpoart hY
ricCarty, 1534: v con CFra—-CFo reconstituido en hiposomas iDeweay v
Hamma=s, 1981). Sin embargo, =e han encontradn relacionss entre 2y
s aen liposomas reconstituidos con ATPasas [~1=} mitccfczndria, de
levadura v con bacteriorrodopsina Man der Fend et al, 1784, ;a
matas parecen depender e is naturaleza de o= lipidos usado=.
lenisirve &t al US84 snconiraron unas
g

ralacion H/ATP de entre 2 vy
durante 1a induccion por flashes dez ia actividad ATF~-sintetasa

12




=1 Slor oplascoos o=

parece ser cepanciente cel

ectado de ener giracicn gl

Py Florez vy it Q158A4: andican que no
TooO= lo=s

protones gus =& Transiocan debido a) funicronamiencto de
lo= foTosistemss en el tilacoide cienen ia mismsa Ef:CiEﬁcia Bars
la =simntesis o= HiF, vae que, =21 Totosistema 1 es m: eficiente y <e
compleineiit s cuando los=s dos +orfo=zsistemas Trabajlan en Seriz.
Si Smpargoc Davenportc ~ McCarty 1534; no encuesntran minguna
gdit=Erencis entr e o= protornes anerados por 1s enitacion (<13 los
[p1-13 . HWNo obstante mucrhos resultados expRrimenctalas s
nan Interpretaddoc poYr l1a existencia de ciertos dominios en ioc=
tilacoides donde

los protones nNno estan equilibriados con el resto
de ia fase acuosa (Dilley h%3 Schreiber, 1584z t.as=zlo et a1, 19843
Horg vy Jdung, 198331 Junge et al, 1984:; Schreiber, 1984a, bl.

Como s na mencionado el compliejo ATF—zintetasa de
mitoconarias, cloroplastos v pDacterias catalica la =intesis de STE

= partir de RO v i usando 1a energia del aoradiente
proton—electroguimico darivado del cransporte de electrones. El
mecanisma  por

el cual es=as enTimas wsan la energia derivada del
oradiente No =2 conoce.

EBover v colaboradores {Bovyer et al 1973, 1977, 19382)
observaron que 1s F1 soluble cataliza un intercambio entre el
onigeno del agua vy el oitgenc del fosfato. Estos estudios y otros
en CF’. particulada irndican que la energia del gradiente de
protones no es necesaria para 1a sintesis de (=% % xd en el sitio




cEat =it e 1s BrLTIMSR. =1 IO, Qe

ezZtE |irve et e ARSI 2meSntar e
A2inaaasc <= = enmIqoa par 3 v peErmItir la de EXX2
tiimr reme e wniIas & la enctima £ que = sido Tarma=ae.
espont ANesamante.

Recientemante = na demostrado que en F 4 soluble £ en

ausencia oe cgcradiente sSe sintetiza ATF a partir oce ADF y Fi1  del

meEcIoc cCuango parte del agua de este ha sioo reemplacada por

diterentes solventes organicos (Gomez—Fuyou et a1 198&, Sakamoto

1534, Yosimids 15S3Z). Far atro lado se observo gque ia actividad
HRiFasa ds r’—" s=e inhibe en presencia de concentraciones o2 solvante
arganico qgque esTimulan al maimo la sintesis de AT (de tieis,
1298%..

SITIOS DE UNION DE NUCLEDTIDOS.

Los nuclestidos unidos a CFa1 aislade han sido investigados

por wun gran nunero ae grupos (Bamnai et al, 1978:; ERruist y Hammes,
15281;: Girault v Galmiche, .1577: Snhosihan et al, 1$79: Van der
reulen v Govaindize, 1S7 7). El numerc de nucleotidos incorporados

cor molecula de CFa asy como las caracteristicas de la unIon

parecen depender ampliamente del nucleotido suplementado al media

v de la ausencia o presencia ag= iones metalicos (Banai et al,

1978; Girault et a1, 1982). Se han observado tres sitios de uwnidmr

dz= nucledtidos con caracteristicas distintas en CF1 aislado: uno

donde hay un ADF por moleculas de enzima gue permasnece unido a =~csta

Qg despues de dislisi prolocngada a filtracion en gel, Bruist v

14



e = - = =3tirm marbticualar ce LAEES T o1 de

[REY T

i (=] indicsn Qs no == identico a1 s31tic

nucie:Tinons

cetaslitsco, vye& gus e la enzima activada con calocr la wvalocidad de

imter cambio (=13 ~RDF es 1Oy veces mEnor qua ia velocidad de
migr-olisle oe SlF. Loz MISMos autores (1‘?8:2: reportaron Que en ia
pres=encia [=1=3 C&a 21 CFs activado Dor calor sa imactava por ia
uriz~ny de  SHDF &) =si1ti0 1, pero no por ATF. En la presencia de !'19"2
= nne un ATFE & otro sitio tsitic 2 del cual no es r2movido por
dialisis. filtracien en gel o dcurante el recambio catalitico de ia
enTIma e presasncia [=1=3 Ca-:—ﬁtTF’ (Bruist 3 Hama==, 135, For 1=
tecrica os dimlisis forzada, se detecta l1a union reverz=iols de Al
y @AlF a2 wun Tercer sitio (sitio To con i:;ﬁ da 4.4 para CF:+ =aislado o
ge 2:)1 para €} complejo LCFo—GF: reconstituide en liposomas <(EBruist
v Hammes, 158=; Cerione v Hammes, 182> nisten mAas oe unoc e

estos sitios por enzima (Girault et al, 1$8&s, y se cree que este

es 21 =sitre catalitico.

EY contenido intrinseco de ADP reportado parsa CF1 purificado,
aun despues del tratamiento para remover el ADF residual, es de
S & 1 ALF par CFi1 (Girault et ai, 1982). €CF1—CFo contiene por 1o
Mmenos 1 ADF v 1 ATF por moil (Cerione Y Hammes, 1581). Tilacoides
ilvwminados en presencia Je ([(**CIADF  unen .85 (Schumann, 1984} s

1.2 moles de nucleotido radioactivao (Riclel-Sandikotter, 1983 Ppor

mol de CFi1 baio condiciones de estado estacionario de 1a actividad

enzimatica. Sin embargo ademas de ese nucleotido radioactivo,
nuclentidos no intercambiables v no radioactivos deben estar
pre2sentes. .
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fiemrentienente Girault » colabor=adores Ccaracterizarcn
SiTt1osS oc [RIN T RIS e nucle-ticos en Cia &alslado, (=3 indican 1a
preseicis e Qo= Sitio=s de a&aita atirndad pars ADF o ALFE

LI
Ly =miticr con =DF endogano na intercambiaolie, v Trez sitios oce baia
afinidaa que unen ALF o ATF coan una c:‘onstante oe dirsociacias
1 P 15--20 ety la estabilidad o2 los nuciec¢tidos en los Sitios de
paila atinidad se

imncrementa por ia Aactivacicen de CFa por calor, v
13 remdocion de 1as= subunidades = » £ noe afecta M el

numero m™m los
parametros dz union de los sitios.
CFa contiens aos categorias de sSitios de usion de
.- - R . -7
Nnuclevticos: ios denominados “de union fuerta" con i< de p e o
mernor Yy los de

£
"union debil* con una K mayoi. Con 1 CFi1 unido &
membrana las afinidades por ios

nucleostidos se modifican por ia
inter accisn ds 1a enzima con ia membrana del tilacoide, por
ensrgizacion Juminosa vy por la fuerza protorn motriz - resultante; en
ests torma une de l1os denominados sitio "de wunion fuerte” en CFa
ailslaoc pniede trasformarse en unc 'gde unidon  debil” cuando CF1 este
uniac & membr arna {(Galmiche e&a‘l,l‘?SS) - Lra activaciwdn de la
ATFsiuntetasa en tilacoides tiene como caracteristica 1a de
intercambiar sus

nucleotidos unidos con los nucleotidos libres del
medio (Harris y Slater, 1975; Strotmann et al, 1979).

Farte de los nucleotidos uwunidos

en la ATPass. de cloroplastos
san intercambiables,

mientras que otra parte no. Con
concentraciones altas de ADP en el medio v en 1ia luz
aproximadamente I57A del total de moleculas de la enzima contienen
ADF  unido da2bilmente y L5%

ADF unido fuertemente:; y practicamente

16 :



mincties molmcuiila de entima ezba

Iabre de ALF (Schuumsnn, 17340

REGULACION DE LA ATFasa.

ce saoce que para que la

N tenga lugar deben
establecerse valores criticos de 2pH v FX71) segun Gr aber v
Schlodder (1731, la . fortofostorilacion como una funcion del 2pH
estsn limitada por 1is Fraccion de moleculas de AlFasa activas
cuande 23 potencial ce fosfato es baso. Fero cuando el potencial
cie fosisto e= alto. ia hidrolisis oce aTrE sSucedgsra a bajo= pH
antes gque la sintesis ds ATE Ttome lugsar con e ancremento an el
Aaplt. Sin empargo, 1a regulacion  del proceso  global parece inclair
Ctros conuroles cineticos en adicién al control

termodinamico
i3 activacion de

Y =
1a enzima.
L.a Ffotofostorilacion por la enzima CF$ en cloroplastos rotos
(tilacoides intactos)

suceda casi linealmente con el tiempo hasta
que la mayor parte del ADP es convertido a ATP. L3 velocidad de
hider Hlisis de ATEF en cloroplastos

rotos iluminados 'es" mas lenta
gque 1a velocidad de hidrélisis en la oscuridad) cuandr:- la ATPasa se
actives previamente con luaz, aun en 1a vpr‘eséy;\ciafﬁ de D1 mis
arsenato, o fosfo=nol piruvato (PEP)/piruvva‘_t:’:v'“’ cinasa que ‘elimina
la re=ztiitesis de ATFE (Sherman v wWimmer, : ‘1932).', Béjo condiciones
fosfarilantes, 1z afinidad aparente para el ATE  es mesnor, por un
orden de maghnitud, gue

ia afinidad por el ARF. En el cambio a
hidrlisis neta (oscuwidad) en membranas, 13 ‘afinidadg pzlr—a el AF
=a incrementa dramfticamente (Franesi Y Strotmann, 198, Estos

'
.
.
H
'
I



unien de Bk oy

} [N B 2N v otra ==

PEpecisilizans para 11133 ATE ¥ cscalizer =u fiiciv . lis=3 = G raneir v

ETr otmanin, 159310, ’

oTrsE evigencias que p2raten llegar & la misma

== mancionan = continuacaan. For egampla; an

modificagos covalentemente por glutaraldenido s=

cozars, » imnioicion diteraencial ce ia =mitesis ce ATHE v deal

imTtercamncio FizsfaTHE Sisparadgo® con iuzs (Bar—Zwvi v Snawvit, 1283

Sposman v Shnawvac WUIF75) reportan innibicion diferencial producida

por anticuerpos a CF . en ia sintesis =3 Nidrolisis del ATE en
membranasz ce cloroplssTtos. Estudios

respecto al

intercambio Fi—H _O
en cloroplzesetos naen mostrado gue la nhibicion de la hnidrdilisis ce
Fa RN Bor Lz no e= prooucida por un cambio an las constantes de
velocicao mMmTolucr aoas en ia nNidroliisis v ia disociacimr del
procucto. vy pueas  =er

explicada asumienco cambios en 1& proporcion
es=pecies @ntimhaticas activas (Shermann v Wimomer,

1982).

EFECTO DE BLOQUEADORES DE GRUPOS SH.

.o activacion de i1a ATPasa dependiente de energia ’ esta
relacionada, probablemente, a un . :a&\bio conformacional de 1z~
1=t ma ua ocurrencia de dichos cambios conformacionales se ha
demo=trado eor incorporacion de agua tritiada en CF1 (Ryrie v
Jagendorf, 1972, tambian el cambio conformacional tha

sido

18
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= Jir=rracs:

CieTi1oD=s

> Wit 15813 Stroitmann

Bicretl —Sand STTaEr. rlucrescencia c= isoticcianato de
2osIing covalentemante unios (wagner v JGJunge, 1282 v ia
INCOr gpor &I, oe MN-—ztilaaleimis Sty en ' [od . icCarty v Fagan,
17, =1 reactivo Dera Srupos sulfnidrilo HEM™ » sSu analiogo
Fluoresscents —(—l—amiimonaftil—4drmaleimids iNslan at al, 192832
=e ungy & o= =zusbunidades » v £, For energizacion gde las memoranas
unm gruoo -=H adicional se mogditica en - v ésta reaccion Se
Oreiens oo como por ADP v i HMcCarty h%4
Fagzn. 157 197 7). La maleimida vifuncional
o—phanilenczmaleimida (OF DD entrecruDa lo= grupos =S4 as Mz el

ey 1a oscuridad =1 accesibie enn iz lu=, imncrementando

Jo p=raabilidad & protones de la ATFasa wunida a membrana Weiss v

For lc que =e se cree que el grupo —Ski quie s

enargiTacion de 1a memorana  Juega un papel esencial =2n

proones a Traves del compleio ’CF-)CFx (hleiss 3y

Etperimentos presvios con bismaleimidas que tienen diferente

longaitud ntre los dobles enlaces electrofilicos reactivos

(centros reactivosl, mostraron’ gue estos compuastos inhiben i1a
fotofosforilacion en diferente grado.

Daebido =) Gque las bismaleimidas son moleculas flaxiblesy

pusden alczn=zar diferentes conformaciornes v por io tanto podrian

reaccionar con grupos Iag=3 41 & distancias menores ce las de los

lunites de su conformacieon complstamente extendida.



rostoarilacion,

s= Postula que el =1T16 cataiiticeo
oe F‘ suirs uns trans=icion moarcfooico—tiisSrofilacs WFedersen v
Carafols 1FE7 - ==z ge =spsrar Gua ice arupons -5, esenciales v
(= esancialss oara 1= SIintesis & l ged [A N 2N localirados
en laz gistint= supunidades [=1-3¢ compleio H —nlFasa pusedan
encontrarse en ambienctes con

hidrofiiicidaa por io

civerents iorofobpicidad

o
que. dependiendo cel microambiente en =1 que
e localicen dichos grupes —Sh Sseran o o accesibles 2 maleimidas
con difterentes coesdficientes de repartoc.
ORIMETIVOS
La primara parte (1= este trabaio se Fundamentd en el
siguiente losnteamiento: dado que 1os cambios contormacionales gue
-+ - .
sucza=n en ia H —ATFasa ae cloroplastos por energizacion de la
membrana. e:;ponen orupos funcionales (—SHY, es probacle que (=31
e=ztado reao: az= esos grupos, en las difentes subunidades de ia
enzDima correlacicnen con 1la actividad enzimatica.
el mrimer objetivo pretande diluicicar =3 el cambio
- - . + - )
conformacianal que adguiere el complejo H —ATFasa para la sintesis
de ATF es igual o diferente al que reqguiere para la hidrolisis.
Fara responder a este objetivo se watilizd un grupc de doce
maleimidas, monofuncionales Y bifuncionales, gue poseen una Qama
amplia de coeficientes de reparto v diferentes distancias entre



I cEnrros

evalie. er ie= sctivicaces SITFass v

Cener zaas por elnsSrgissciony, 0o jus, de cloroplastos des plantas.

. - . .

e arnzimolog:a zn e ITEG usualmente se efsctua enr madios
acucso=. frecuentements baso is considearacion de que el sagua
represente €1 solvente real in virve. Sinembargo s e sugerido gque

el microambiente (=1 la enIimas unidas a membranas, como la

+ s . . N
H —ATrasa, Yy complejos multiencimaticos podcra ser menos poiar qua

el 4ds wun meadic totaimente acuoso (Masters, 19B1: Coiey y Wolosiuk,
19ES:. A ita feEchsd no =T cilaro i papel de las modificaciones en el
micr GampIente en ia regulacion enzimatica. El uso de solventes

aOrannicos para 1z estabijiizacion de enzimas o para is modificacison
oe is sctiviaag catalitica he contribuido al entendimiento gel

=)

a1 medio en las enzimas. En el campo

a

efectms ae la polaridad
[=1=3 1a Dioenerg<stics el uso de los disolventes orgssnicos ha =sido
una nerramientsa valiosa paras el estudio Y entendimentc de la

+
estructura y praopiedades del compleio H —ATFRPasa (Fc—Fi1l

En el transcurso de nuestra investigacion con maleimidas se

observe que algunas de ellas son poco solubles en agua por lo que

se seleccionaron algunos solventes organicoé como:
NyN—dimetilformamida CDMF), acetato de etilo, tetrahidrofurano,
dimetoxietano e isopropanol, para solubilizarlas v adicionarlas a

los medios de ensavos a1 realizar los controles pertinentes, siry
maleimidas, Se algunas actividades fotosinteticas en presencia da

2stos solventes, observamos gque 1a dimetilformamida producta

efectos dr amaticos en dichas actividades del cloroplasto. For 1o




oDieTivo (=1 e=te trabsao fue, car

Gure =1 1guaente

efects o= l& cimeiilformamica soore Algunas reReccion2s e

iuminozea de la fotosintesis en clioroplastos.




GOBET D ApenS
) COMFIES I0S QUIMICOS,KEATCTIIVOS ¥ MATERIAL BIOLOGIGEO.

Lo= materiales empleados en es=te trabajo fuercn ootenidos de

las fuentes 2oajio indicadsass samillas [=1=] chicharo (Froductora
Hacionatil de Semillas), P RidFi Iy purificaco Dor (=D} mstodo
cescritcto Par de rieis 19845, E;v—'azFiJATP preparacs de acuerdgdo a
Glyvnn v Chappel {1954, t.as nompres v estructursas [=1- las
maleimidas v dimetiltormamca enmpleacas en este traopajo se
presentan en is 1T abia i v izs Tuesnies ce ootencioans ce indican
en=s=eguica. t—e=til -~ maleimida, 1—-H—-pirrol—-2,5-diona ¥ N~ (d—-carpoxi—3
—hidroxsifenili-maleimida (SIGHA Chemical Co.rs M—N,dimetil—
formamids (ERCIOS N—metilol - maleimiga v H—ii.,etilenbismaleimida
Fuer ot s=aintetizacas segun 1o reportado por Tawnev et al 1951 v
Headava et ail 1565 respectivamentes NN bizsmaleimida,
H—clorometilmaleimids » N—-iH,dibhidrosietilenbismaleimida fueron
sintetizace= szegun Silva 1251 N—+enilmaleimida {Aldrich),
NN —-trimetilenbismaleimidsa v N—N'—tetrametilenbismaleimida fueron

sintetizadas por el metodo reportado por Savers (15689

(2) OBTENCION DE PLANTAS DE CHICHARO.

Desde hace va varios aifos en nuestro laboratorio se han

aislado cloroplastos para tres propositos principales:

=3 Estudio de fotofosforilacidn, transporte de alectrines, Y

liberacisn de onigeno en presencia de oxidantes naturales v

N
o




CElhitr o re2sctbtivos. ontr e Teto . FLS s . 1/ = P funcionaless. S
eLatty - =YY etecto en ie= s~ctivicaoes STFass 'y AlF-sintetasa
Sener=aa POF Energiatscaion, o iuz,

Ce clioropiastos cde plantas.

'

entimolodls T LITES ustualimente se efzccla en madios
acucso=. frecusnismasnte bajo ia considaraci<n de que el agua
reprezenta €1 splventes real 1o viva. Sinempargo se ha sugerido que
[=3% microambiente [=1=3 la enzimas unidas a mambranas, como la
H+—ATF'at_=.a._ v complejos multienSimaticos podria ser menos polar gue
€1 o©& w1 meEcio totslments acuos=o (Ma=ters, 19281; Cohey »y Wolosiulk,
15, & 12 feEchiEd no e= ciaroc el pepel as las modificacion=s en el
micr oamplents en ia enzimatica. £E1i uso ae solventes
orgonicos  par a 1la ds enzimas [=] Dora ia modificscion

(1] = actividad catalitica ha contribuico al entendimiento del
efectes  ds= la polaridad del medio enrn las enzimas. En el campo
ae la cioensrgetica el v=Eo de los disolventes organIcos ha sido
ur s nerremienta valiosa pars el

estudio v entendcimiento de ia

estructura y propledades del compleio H —ATFasa (F=—F1J.

en el tranmnscurso de nuestra investigacion con maleimidas se
obzerv . gque algunas de ellas son poco solubles en agusa por lao que

=e selecoionaron algunos solventes organicos comosz
NyN—dimetilformamida {DMF, acstato de etilo, tetrahidrofurano,
dimetonietano e isopropanaol, para solubilizarlas v

adicionarlas a
los madios de ensayvos al realizar los controles pertinentes, sir
maleimidas

de algunas actividades fotosinteticas en presencia de
solventes, chservamos que 1la dimetilformamida producis
efectas dramaticos en dichas actividades del cloroplasto. For lo
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) Asimilscion o2 Carscons.

(Y= Analisis

estructurales

biolvoico a

= eltraccion v el ensavo
dependiencs E=31 cual los
usados.

Se han aislsdo cloropiastos con  diversos uso=
ampliea ae vegetales; sin embargo los maz @ comunmente
chicnaro (Pisum sativum). espinaca L Spinscea
lietuca =ativa) v maiz {(Jea maisi.

ta planta que utiilizamos en eéeste trabajo fue
aque puede crecerse en el laboratorio con ra2lativa

preferible usar una variedad enana con germinacion
principal ventalja del chicharo es que en
puecte crecer en suelo o en un  medio inerte
mostrar sefales ce2 deficiencia mineral, =1, 1a luz,
humedad se mantienen constantes; 1o que conduce a
material vegetal reproducible.

v entimas.
son

cioropiastos

empleadas

oleraceal,

el

condiciones

El material

establecidos

de una serie

S=ons

lechuga

chicharo vya

facilicdad. Es

uniforme. La

apropiadas

(como  wvermiculita) sin
temperatura v

ia obtencion de

l.a s=iembra y cultivo de las plantas de chicharo se realizo de
las sSiguiente marerar se humsdecisron con agua entre 3I5 y 40 g de
semillas de chichara durante una moche. Fara lograr  humidificacion
completa v evitar la contaminacion de las semillas por
fermentacion se colocaron en un fragmento de gasa {de apro»i—
madamante Zdam X ZOcm) gue se suljietd a 1la llave del agua, s=e hizo
fFluir el

sgua (goteanda) v s mantuvo asi durante 12

o 1S horas.




tabla 1. Compuestos ensavados.

tNombr e Estructura Distancia

entre centros

reacti&bs

)
N,N'—dimetilformamida :
: H-CO-N-(CH3)2 —_
(DMF) ) .
40

1~H-pirrol—-2,5—diona

N-etilmaleimida

(NEM)
N-meztilolmaleimida
N,fenilmaleimida

N—(4—carboxi—3—hidrosxi—

fenildmaleimida

=0 .
M)

radical maleimido

M-CH,CHy

M-CHZOH

M-S




Ccontinuacion Tabtla 1:

Nombre Estructura Pistancia
entre centros
B reactivos
[£.87

N-clorc metil—

M-CH_CI .5
maleimida 2 3
NN’ ~bismaleimida M-M 5.5
N,N'—etilenbismaleimida M-(CH 2 ) 2 -M 7.5
Ny,N'—dihidroxnietilen— )

M-(CH-0H), -M 7.5
bismaleimida : 2
1,3—ti—i'metilen-

- M-(CH,),- M 8.3

bismaleimida - 273
Bismal_&i midometileter M-CHZ-O -C Hz- M 8.%

1,4 -4-btejtran':‘ebtilen

CLLEATR M-(CH_), -M 9.2
bismaleimida . - 2°4 ;




sz =zamillas s2 sembraron en suclos boenm - - =~ Soz= oo =
profnndisSso contenloo En charolas de plastice @e ISom » ZScm) con
wuns slctura e Bom o mas. bLas plantas se2 uvitilicaron despuss de 20 o

— . o - . - .
3 =zgmanas as crzcimiento & 22°C; con Taotoperiocdo cs 11 Nnoras [=1=3

1wz iaproximadasaente =1 1SO0 jINETS) Por 1= ae obscuridad a1 Gia, ¥
riego caca I o 4 dias.

(3) OBTENCION DE CLOROPLASTOS INTACTOS.

La fotofosforilacion ha sido estudiada ampliamente en
cloroplastos lavados, se Trata de cloroplasteoes rotos que Ran
perdido s envoltura externa Y el contenido estromal {(membranas
tilacoiaes aisladas). Jagendor+, 1977 Esos estudios sugieren
que 15 enzima (H‘—ATF‘asa, factor de acoeplamiento © CFo—CF1) puedes
exnisTar en diferentes estados o conformaciones que tienen
diferente actividad dependiendo de las condiciones experimentales
usazcas para su obtencion.

iLos cloroplastos lavados practicamente no catalizan ix

nRidrolizis cde ATF a ADF vy  Pi, aun cuando el sustrato se fije al
sitio activo {(Wimmer v Rose, 15773 El factor de acoplamiento
tiene una actividad latente de ATFPasa Qa que 1la incubacion de
CFo—CF1, unido a la membranrna del tilacoide, cerca -de -Su pH dual
aptimo (pH 8 del lado de CFi:1 externo vy pH S interno, del lado de
CFo) er presencia de ditioles (r;eactivos sulfhidrilao) como
cisteina, ditiotreitol o Acido iipoico per;nite la expresién de la

+
actividad ATPasa, dependiente de l'192+ v/o ca® Kaplan b

>7




Se na propuasasto Gues ics mooiTioan & complaEio
convirtiaongsic [=2=3 una cConforme cion gue no catalica ia
n=ts o= ATF a una gue i 1o nsce. El mecanssmns por el

cual ocuwrre e=to. © por qgue 1s actividaa s ATFasa no sSe euprsa

en 1a enzima no modificada es motivo ce controversias. For otro

iado, existe dudas de =i 12 modificacion gdel Ffactor cs acoplamiznto

con ditioles tiene o no alguna significancia Tisiologica.

En 1z reasiizaci ce eéste +trabajo se plante:s 1la rnecssidad de
ensay a1° la mctividad ce ATF=asa en cloroplastos basoc condicionass
semneisntes & las activacion F1 rvoy es daocir, con iuz, con el
siostema snzamatico end~geno del cloroplasto > =in adicion de
ditioles DTS S5e h= indicado gue los cloroplastos intactos
& Fectuan practicamente todas las actividadeas fotoguimicas que
realizan lo= cloroplastos cuasndgo V se encuantran en is noia. For
esto se eligiev 1a tecnica de aislamiento de cloroplastos intactos

Vv activacion de aATFasas propusesto por tillis et al 1980  que  se

describe a continuscion. :

Se cosecharon SO-50g de plantas de chicharo cortadas

aproximadcamente un centimetro por

agua destilada Yy seccionaron en segmentos menores - de  0.S5cm, se

colocaron an vaso de licuadora que contenia 15S0ml de medio  de
. : o s - A
aislamiento a 4 C, con la siguiente composicion:

Sorbitol G.IS M

Acido Ascsrbico =) ol

encima . del suelo. Se lavaronm con




noide D--temorfolinoietana

suliaraco (MES) 20

23justago a2 pH &.5 con KOH.

Se thwmogemmzoy en licuador= ((O=sterater Custom Mod. L—-21) por S
segusdo=s & @mauima velosicso vy Filneo & traves de 20 capas de gassé&
previamante humedecids con medio de Sislamiento. =1 filtr adoc ==
centr i fugn =l DO x = por 4 min a a*’C. £1 precipitado
(Cloropla=to=s) se lsve una vez con 40 ml de medic dae ailslamiento vy

=e resuspendiu en 1-2 ml de medio de resuspensSion conteniendo:
Sorbitol TS i

Acido etiléen—diaminotetra-—

aceéetico

2 mi1
trigClz 1 mit
Acido N—Zhidrosxietilpipera—
Sina—-N'—-2—etanosulfomco
HEFPES S0 mi
ajustado a pH 7.5 con KOH
.oz cloroplastos se separaron en alicuotas de O3 a 9SS ml oy

< o . R :
=2 mantuvieron a 4°C en la obscuridad durante una nhora antes de

atilizariocs psara 1los ensayos.

Er_\ rtodos los casos el paquete de cloroplastos fue

resuspendido cuidadosamente con un pincel de Fibras suaves. Usando

el metodo desarito arriba se ocbtiemnen preparacionas de
cloroplastos, coan wun rendimiento de SO-FO% de cloroplastos
intactes, ioc aque puede ser estimado por su impermeabilidad a



e ie SUSE2r 100 (=] wutiiizos IV slicuocas o2
2u-Srrl pars la cdeEterminscion o8 ciorodil

4) CUANTIFICACION DE CLOROFILA-

to= cloroplastos aislados contienan aos tipos de clorofilas

1la a ~ 1a b. cada tTipc de ciloro+iia presaenta un espectro ce
absorcion difsrents= ~ Szpende del s=olvente usado para sSU

extreccian. El calcuio de= la cantidad de clorofila presente en los
clorcplaztos dabe reflesar ie suma de las fraccicones
correspondiente=s & ambs=s clorofilas.

i.s> clorofilae se cuantifico por &) metodo reportado por Arnon

Se adicionaron Q.05 @1 de suspension de cloroplastos en S ml

de acetona al 204 (en Hz20 wv/v)., se tapd y agito vigorosamante en
vorte:n mod. KWS50-56), se mantuvo en 1a oscuridad por 5  min para
per mitar ia extraccion v solubilizacion ae la clorofila en 1ls
acstona Yy evitar su degradacion por luz. Se centrifuge a ZOooO rpm

durante S min en centrifuga clinica (SOL—BAT mod. J—12) para
csedimentar las proteinas vy otros residuos  de los cloroplastos.  Se

midi~ l1la absorcién del sobrernadante a &6 m v a 64% om . en  un

espectrofotsmetre (BEECKItAN mod DU-&4), utilizando ccmo blanco .
eacetona P 2O €1 contenido de clorofila en las.

muestras se




calculas utilizanas 1z =

ICIlENTS 2CuUACIon 3

C = (2.2 A= “+ 8B.0Z A=
2R Ral e
dondes

Muo de ciorodilasal

202 vy 8B OCZ = cons=tantes derivadas ds 1los= ooeficientes ds=

extincion (Arnon, 1549)

10 = Ffackror ge dilucion

(S) OBTENCION DE CLOROFPLASTOS LAVADROS.

Cuando se Oesea eliminar ia envolturas de laos cloroplastos, 1a
proteina estromal b3 activadores e inhibidores erxogenos es
convemente diluwir con medio de resuspension Gnoiso
colectar las mambranas tilacoides (cloroplastos lavados) par
centrifugacion.

(23] ACTIVACION POR LUz DE CFD—CF . (Hg+2—ATPasa) UNIDO (=]
LA MEMBRANA DEL TILACOIDE. ‘

Mills v Hitchel 12822) sugirieron que nisten factores
enddgenos contenidos en el estroma  del cloroplasto gqgue funcionan
en la modulacion

de la actividad ATFasa dependiente de Hg+z
de CFo—CF:1 por 1lu=z

=-

La activacion de CFo-CFi1, se efectud por iluminacidn de los
cloroplastos con un proyector Swaver 550 A que tiene lampara de




Katuracion =1 RT3 33 as
4it@nte IS =3  Rera Todas o= poricgentos de s~ste crapas: €n los
Qque == F eIy, ensSrgizar cloroplastosl. 1 ez hnnamnosco =e taTo
PEE AT & ftraves o= una lente de Izawa que consiste oe uns botella
con sclucian oce seulfato de coore al 5‘.2 ¥ s1rve como filtro
iuminosc v de cslor en este trapaisde se utilizo 1s iente de =Swa

siempre que io= cloroplastos

luz gue pasana & los

clerooclastos se retiajo =obre dicha suspension

esgelos {formando un angulo, aproximadamante, de

colozacdos Frente & la fuente luminosa v detras de

cloroplastos.

lados N por encima ce ia

proyector). t-a
suspension de
mediante
20 entre =1

la suspension de

LLos medios de activacion ecstaban constituido por:

(12 .25 m)l de un medio con la siguiente compasicirﬁn;
Sorbitol 1.2 [
Tricina 100 mM
ajustado a pH 8 con KOH
(F1) ©.65 ml de medio para lisar Jlos cloroplastos:
rig Ciz = ]
Tricana 15 m
pH 2 (ajustado con KOH)

Cizx1) .1 ml de cloroplastos

aproxsimadamente 0.5 mg de clorofila.

Si salo =e utiliza [=31 medio <) para
cloroplastos, ~etos se mantienen intactos, el
pPraoducir la lisis antes de la activacion: vya que

concentrados

conteniendo
resuspender los
medio (71> puede

en alguncs casos

— . rnes e -



malemmzcas, nucentido=s. =tc. resulitao

necesaric romper ia
envoltnir a. Esto se loors por chogue o=motico, mzoiante 1l1a Siluciden
mimso ciexz vecas? del medio ce resu‘spens:‘on con el L2610 €xzx> .
1o Gue produce virtualmente 1007 (=1 cloropiastos lipres ce
envolturs an menos de wn minuto {(Halier., 1971, E= convenients
adaicionar despues d=1 chogua osmotico ur meadio Gure avude a
regenerar ia tonicidad cai1 medio Fara que no =e altcere la

eztrucTtura y compesicion d= 1la membransa tilacoice.

-
{73 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE ng —ATPasa DE CFO_CF:. UNIDO A ra
MEMBRANA DEL TILACOIDE.

El segmento CFi: es una ATFasa latente, 1a cual tiene gque ser

activads para que manifieste su funcion catalitica. ta activacion
17 s5ritu d2 la enDima _unida al tilacoide occurre por energizacion  de

la membrana. Esta ATPasa puede ser tambien activada por: ma2tanol

en la obscuridad Arnthon v Jagendor+, 1983 o DTT en 1a luz

feCarty vy Racker,: ?68. E1 CF 2 aislado o  unido. a mémbrana exhibe

: “+ . R
una actividad dependiente de ca?**s Mgz en Ffuncion del activador
empleado (HMcCarty y Moroney, 1984), el substrato real ade 'la’ enzima
es 21 complejo ATF—ion cetalico.

En es=te trabsio se cuantificd ia actividad de ia ATFasa
dependiente de Hg;""' v activada con 1o Ppor dos procedimientos

distintos gque a centinuacion se indican.




(7.1} Hidr-+lisis de ATP y cuantificacion de Pi liberacdo.

[2Y 1.1 mil d=

suspension o= cloropiastes activados=s por 1z
unciso E= =e ile adicicnaron L4 @3 sel siguisnts mecio que
T - -
contenia ATFP-tig caomo susbtrato {medio as

ATFasx),

simultaneamante a la adicion del medio se apagse 1a lu=.

rMgCiz = mM
NH 3Tl 1.1 mm
ATF 2.2 oM
Tricina 15 mb

Ajustado a pH 8 con KOH

La hidralisis del ATF se efectuo en oscuridad absoluta y» con

‘s 5 _ P
agitacion ae laz= muestras a 22

Z'C durante 60 segundos, despues de
Jjos=s cuzie=s, ia reEaccion se parse con (R mi de sacido
tricioroacetico (TCAS al 20% en agua (prd v agitacion (riills (=35

al, 1598,

(=51 pr ecipitadoe proteico se eliming’. por centrifugacion en una

centrifuga clinica a Z000 rpm durante S min a temperatura

ambpiente. El sobrenadante se utilizéd  para cuantificar el fosfato

liberado durante 1a hidrélisis por el . meéetodo | colorimétrico de
Fiestte—Subbarow (inciso &) .
(7.2) Hidrolisis ' de [}'—BzPiJATP v - cuantificacion del

[T



“*Pi liberado-

Ls Madrrolisizs ds ATF por los cloroplastos activados con lux
se midisoy utilizando ta—- ATF radiocactivo (marcado con fosforo T2 en
iz posicion v a=1

nucliectidoon como substrato. Lo cantidad de
fostata inorganico radicactivo i =3 liberado durante el tiempo
de INncubDacion ce lo=s cloroplastos con el medio de ATPasa Fue
Tomaos como 1z cantidad de ATE

hidrolizado. (2 continuacion S

de=scribe el procedimiento seguido en este Trabajo.

(7.2.1) Fara =1 ensayo (=1 1= Nidrolisis da Ly- EilaTeE se
me=z=claraon o) m) de cloroplastos activados con laz {inciso &2 con
017 m) de uns mez=cla de medios (& 3] e (&2 ] (inciso &) en una
relacion

& AP AV respectivamente Dara lisar lo=s cloroplastos. Se

agdicionar on Ol del medio de ATPa=sa {concentrado 1O veces) el
cual contema apro:amadamente z2x10® cpm/mmol de ATF, La +Fuente
luminosa que e=taba Funcionando comoc activadora de la ATPasa se
apagd simultaneamente

con la adicion cel medio de ATFPasa. La
nidrolisis de ATPF =e efectuo en completa obscuridad durante 1
ming con agitacion vy a 22°c. se pars 1a reaccion con 1a adicion
d=s O.7 ml de uwuna suspension de carbon activado =n HClI 01 W (el
carben activado se laved previamente 4 2 veces con HCL 0.1 W a1 25%

(p/Y)y Se cencrifuge =

e lu T rpm en cerntraiugsa cisnica, durante ' 15
mir, DY a temperatura ambiente v se utili=& una alicucta del
=obrenadante (0.4 ml) para cuantificar el 2Zpy liberado durante isa

hidirlisis.

Se depozitaron las alicuotas de O.4ml del sobremnadante a2n

i

]




sap=El Fotds - Brrew o me e Som »

v se dejaron
secar. Ladse papsl, va& =seco. e introduico en wun wisl v se cubrir con

lfouido de kray moditicasSo gque t=nta la sigulents composiciuon:

FEo (L.S-arfeniiosazolr S5 o
FOFOF (1,4 -isiZ—(S—FanilonszolxiMXioenceno ©JUaSg

aavrstanasc & un litro con teolueno.

Se cuantifico  la radiacion en  un contador de
centelieo liguido, Hecociwman (modelo LS 10G00) en el canal de
‘dsforo.

La valocidad ae hidrolisis del ATP se calculo segun 1la

siguisente relacion

VvV = (cpm—EYA/D:Cs

donde:

V= velocidad de mdrdalisis del ATP en umoles ATF.mg *clf.h™*

cpa—E = cuentas por minuto del 32Pi liberado por hidrolisis cel
QI menos las cuentas por minuto del nlanco (el blanco
contiense todos los reactivos mas los cloroplastos

destruidos inicialmente con carbon—HCI
A = radioactividad especifica en pmoles de [razF'JF\'IF'/cpm estimada
con una 2aliicuota (V010 ml) de medio de ATFra=za gue contiense el
ATF radicactivo.
D = alicuota ¢ml) de la muestra, usada para cuantificar 1a
radioactividad -
= concentracisn de la clorofila en mg

T = tiempo de hidrolisis de ATF en h.

v e n



(7.2.2: fe wutilizd oot o - -
?<4ry  linersdo por  hidrolisis oas ia AlFa=a de los
cloropla=tos: consistente en 1= Formacion v cuantificacina d=1
comple s I ?F‘iJ‘Fosfomol)ndato. estrxzidco a uns tase orgAamca
formaoa [=1~1g scetona—butil acetato. En oste metodo la
radicactividaao de ia +ase acuosa representa el £ PidaTE que no

fue hidrolizado durante =31 ensavyo v a1 Pi liberado en forma de

2 Py -~ < . - -
complelo t?*ril-fosfomolibdato es extraido a la fase org&snica.

Se realizo la mis=ma Ssecuencis cel imnciso anterior (P.2.1) con

ia dif=rencia de que le reaccion se paro con acido tricloroacetico

=1 una concentracion final de 107, {volumen total IS0 $210, en
secutida, se colocaron los tubosz en hielo durante 20O minutos para
aseguitar ia precipitacion de la proteina, se cerntrifugaron los
tupos 1 minutos & 4000 rpm en centrifuga clinica. Se mezclo una

alicucts del sobrenadante (O.2 mlr con Q.5 ml de agua v 1 @l de

molitdsto de amomio 3.3% e HzS0s T8I {11, con lo cual se formo

el compleio CazF'iJ-FDs-FDmolibdato, adicionando acetona O3 ml) v

butilacetsto «a ml) v agitando en un mec=clador Vor tex durante 1

mir. Las muestras se centrifugaron a vaelocidad mAarxima en

centrifuga clinica durante cinco segundos, @ con. 1o  cual se produio

is separacion de dos fases: la acuosa (&l fFondo) vy la  org&nica (en

la super fici=), se vtilizaron alicuotas de la fase organica

(Q.4—0L5 ml? para cuantificar la radicactividad del fosfaro

radioactivo, 1o cual se efectuo en la misma Forma gua en el inciso

ant=rior (7.2.1).

[
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18> DETERMINACION jat=y Pi POR METODO COLORIMETRICO (FIESHE —
SUBEBAROW:.

El fosfato libersco en la hidrolisis d=s ATF se cuantifico por
el meTodo colorimetrico de F:‘es‘re—Subbar—c;w {Summer, 1574 Unmas
alicuctas ciez is solucion propoiema con un contenico masiimo ce 3
Mmool de= Fi; se aforo comn égua & wn volumen ge l.e al. S€e  adicionos
02.25 ml de= wuns solucion de (NH4)(.1';9_;(324 QHZO al S en agua ps/v  mas
H?SD‘ 7.5 en relacion 111, Se agito 1la mez-cla con vortenr vy se le
adicioiin U2 ml de reactivo d= color compuesto por sulfato ferroso
& 10% e=n agua acidificadas =V AN s m3 de H2Cl - = ml de HZSO4
asrie b Se agito la me=cla en voarte:: v dejo reposar 20 min a
Temperatura ambiante. El color cesarolliado se midid en wun

espectofotometro a &&0nm.

Se elaboreée una curva patron

KH"F‘D‘ (tentre 0.5 v 1 umol.

con concentraciones corecientes de

(?) REACCION DE INTERCAMBIO Pi—ATP-

ATF—HOH v

Los intercambios Pi—HOH, Pi—ATF, reflejan
probablemente, las reacciones . de fFotofosforilacian -y la  Formacicn
de agua en esta, son cataliiadas en 1la oscuridad por
cloroplastos en condiciones de fotofosforilacion o por’
preparacicones modificadas de cloroplastos (clc-lroplastos expuestos
a 18 luz en presencia de compuestos ditiol (Shavit, 1275) gue son

empleadas para desarroclilar actividad de ATFasa.

=8




B e=le tracaio ==

s oes - 2. -
cuantifice. (=3 intercamozo Fi—-Q1lfF

smiltansesneinte ~ baro la= mismas condicion=s cte is actividad

AlFa=s en cloroplastos (inciso 7.2) Con 1= diferencia. [=1=] que

- . 22 . - : : -
para e intercammo *Fi-ATF el subsirato fuese wnas mescla ce Fi IaM
- az : . -
conn 2o 1¢ cpms nmal e Fi v ATF no radiocactive 2.2 ot

(Tuena de
Somesc—-Fuvouw, 1284;),

(10) EVALUACION DE LA FOTOFOSFORILACION.

Un gran numero de investigadores han demostrado gque CFro—-CFa

en cloroplastos acgaptados a i1a obscuridad es cataliticamente
inactive. La =sintesis neta de ATF se observa cuanoo un potencial
electroguimnico (=23 protones (.:.;:H-") (=33 generado a traves de la
membrsna tilacoides: dicho Al es reqguerido por dos

razoness: w0
termocindmicamente. para proveer la ensrgia liore para ia sintesis
de ATF {Bover et al, 1977 [$=3] cinégticamente, para modificar la
enzima 2 (R1aY estado cataliticamente activo Junge, 1970, La
reacion  de ei1ntesis de QTP por CFo—-CF1 wnido a membrana puede

representarse de la siguiente manera:s

ADF + Fi + nHY <——= aTF  + “Hz20

Alberty et &l 125D determinaron gue durante la s intesis de

una molecula da ATF

-+
me consume un H

a pH 8 en un rango de pl'lg'“z

de

2 a3 F.




PR,

~= m~todos para medsr & Totofosforilacion es
=1 potenciom®irico Yy sS& bssa en el registro de los camoio= de pH
gue nduce la iluminacion <ce los cloropiastos 2N un medi1o adecuado
que contiene los subz=tratos ALRFE y Fi (Dilley, 1972,

(10.1) Evaluacion potenciometrica de la fotofosforilacion.

Se mezclaron cloroplastos intactos {inciso =) que contenisn

S0 g de clorofila con 2.9 mi ce medio para sintesis de ATF, cuya
composiciaon fue la sigulente:s

Sorbitol 100 @t

MgClz 1 mM

KC1 100 mh

Metil viologeno SO e

ADF T mM

KH=FOs = oM

Tricina 1 mht

Ajustado a pH. 8 con KOH)
t.as muestras se iluminaron con un proyector, mantenie’ndnjas en
agrtacion a =2zC. Simultineamente con ia iluminacicn se
registraron los cambios= de pH del medio (debidos s i=
fFotofosforilaciaon por la H+—ATPsintEtasa) con un microelectrodo
combinado, de respuesta —apida, conectado a un potenciomeatro”
Corning ((modelo 12) de e&scala expandida, Yy se registée 1 cambio de
pH en funcisen del tiempo con un graficador G ilson conectado al
potencicgmetro, a 10 mV y 1 ma/s. Se apagd la luz vy se agregd una



cantidac conocids =1 L Al = Y e =

e} csmbioc de2 R

oheaervado.

i.a velocidsd de sintesis se zalculd empleando ia siguiente

relacinn:

V= & . ©h/C

V= velocicdad de sinte sis de ATF en uboles QTF’-mg_’le-h—’

A= gicles de H” usa"dos en la titulacion tcon Sl de HC1
QuinNdsaltura dél trazo en cm

C= Corncentracion de clorofila empleada en mg/ml de medio.

h= pendiente de 1la curva obtenida durante 1la ilumunaciéﬁ de

los cloroplastos en cm/h

10.2) Fotofosforilacion dé ADP con fosfato radiocactivo

>2pi),

ta sintesis de ATF durante 1a fotofosforilacion fue ensavyada

meciante ila medicidn del ADF fosforilado can fosfato inorganico
ragicoactivo (BZF'i), segun lo reportado por Tuena de Gomez—Fuyou et
al (1F84) con 2ilgunas modificaciones. £1 metodo empleado se

describe a continuacison.

Una alicuota de cloroplastos intactos (inciso 3 equivalente
a2 I0-S0 Lg de clorofila se mezcld con medio de sfntesis de ATF

tinciso 10.1) conteniendo aproximadamente 1.5 10’5 cpim de . =i a

“
"

urn volumen fFinal de OIS ol. los cloroplastos se: iluminaron con wun




3 wn omanuto, a 2 ZZe’ v oOOm SO1taRCIONn. L8 FE&HCT IO
=2 pEro /adICIiohHhanoo ml de 1TCA al Qv en agua (p/vi. Los tubos
guie Cohiternian 1las

=& colocaron en hiels , durante 20 ming

para asagurar ia precipitacion toctal ce la proteins. Se
c=ntrifugaron 7 a3riitos a TG0 [ =118 en. centrituca clinica a
temperaturea anmbDiente.

arse ~cuantaficar =1 22 incorporado al ATE fue necesario
elinnnar el 2?es remanante, o no incorporado), en el sobrenadante,
io qive se hizo (=1 iz siguiente manera:s a uans 21fcuota del
zaobrenadante 0.25 mly o= ia centrifugacicsss anterios se

adicion~ i
ml d= agua suplementzaa con 0.5 ml d= heptamolibdato ae amonio
Z.EN y HegC: S.8N agitando conn vort

texr dur anbe un minuto, de esta
formes =1 proouio el compleio t®?Filio=fomolibdato extraiple con
[ETE ¥ mexcla de sCcetona—acetato de cutilo <1 mil, E=1 agitd
endgrogicamente con wvortes: drurante 1

minuto & temperatura ambients
v Ss centrifugo en centrifuga clitaca, subsendo &1 manime v apagando
de inmediato, 1o gue Ffue suficiente para separar las dos Fases, vy
se aspirs, eliminandose el sobrenadante (fase organicad.

L.e Hdaze actuosa restante se resxtraio cinco veces con 0015 ml
de 3 =0 my O ml de acetona v 1 ml de acetato de

butjlo,
acs Lahdo enérgicamente en  vorte:: durante 1 minuto b centrifugando
[=15% la= mismas condiciones que la centrifugacidn anterior para
elimina la fase organica ce cada lavado. De la fase acuosa”
remanente se utilizo umna alicuota gue Fue dep_?sitada en uwun papel

Fiitra Whatman (de 8 ecm x2.5 m) vy ce delio sSzcar a temperatura
ambiente. Se introdujo en wun wvial y se cubrid con  liquidodeBEray

az :
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N a2 .
incorporacion oo F3

= caloind s mediante 1a

V= tcpm ~ B & 3 VT/C 2 D

14 b 3
donos:
V= fostorilacion del ADF j=¥=-1id SZF':L, indicando ls sintesis de
&TF en pHMoles de GTF‘-mg_1cloro¥ila. Rt
(cpm—RY= cus=ntas Por minuto de is muestra mEnos las
correspondientes a1 bianco {=an cloroplastos
inactivagos con TS antes de adicicnar QARDLDP v ey
&l medio de reaccion?
A= Mole= de ??Fi de una alicucta del medio para =sfntesisz de
ATF/cpm gensradas por la alicuoias
V= VoluamsEn total de medio de ensavo en ml.
L== mge o clorosila correspondents & 1la alfcuota  u=ada para
cuantsficar la radiacion.
D= alicuvuota ae la muestra usada para cuantificar la--
radicactividad en ml
t= tiempo e sintesis en O,
11

MEDICION DE LA BOMBA DE PROTONES.

El metodo se basa en el cambio de pH del medio inducido por
l1a cadena transportadora de electrones de la memnbrana del
tilacoide, en presencia cie luz (Newman v Jagandorf, 1964 v es

a4

B i
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S-S XL A= a3 <

as coobas do

T EoTENTE

eisCTr DowIn.

SR = =1 o= =1T3Iom [=3

L

libzEraci v de 3 .

L.a mESici e ca is bomts e protonss por el metodo
potenfiam:=trico == similar a1 descrits para la sSintesis (1= ATE
(S 12tk 1 10:. con ia encepoion (=13 Qua el mecio (=73 reaccion no
contiens (=Y i i, por lo Tanto e} cloroplasto no esta
fozfaorilando v la cadsna oxidorraductora cel Fluiio Se electrones

. +
solamente esth creandoe &l oM o

Fara calcocutar 1a velocidad en meEgquiIvalentas ce . \'ng“1
ciorofilaen | e utiiiza is alturs alcanzada en [=31 trazo del
grafrcaaor en wn tiempo de 1 minuto de acuerdo con lo reportado
por Dilley, 197 2:.

a2 DETERMINACION DE LA . VELDCIDAD

ELECTRONES ACICLICO,

DEL TRANSPORTE DE
DE HzD A METIL VIODLOGEND.
ia Transferencia [-1-) e de H2O & NADP” en claroplastos es
dirigida por LA serie de reacciones redoxn potenciadas con ia
energia luminosa absorbida por lo= fotosistemas 1 v 11 que
interaccionan cooperativamente.
Debida a Qque cuando se rompan los cloroplastos  intactos se
solukilizan an @) mediao la ferredoxina

se nutiliza

44

vy el NADP, an este trabajio

metilviolageno como aceptor artificial de elzctrones.




o Deedado eCepts <dos clzotrones
p dos DreLOnE s, o= ST slectrones provien=n e s a ce
(S35 molecula = ba20 linerdndoss Edia molecula de Y
gonsnam dos eleectronss = 1& cadena, =330

SemDargoy, =3 el
Do el cinigeno [~2=31

metilviol aEino iy

tsm  moisculs

[ =R=b ¥=3
a=s

reaTrIcra car
e} bDalance fimal de ocaptacion
mol de oxnig=Eno sor malscula Se ReO fokxolizada.

es as  med’a

El fiuilo oe electron=ss a mMy en Juncion del tiempo se
gerterminge con un monitor de

sniceno onmymetro ¥YSI modelo SI3IO0O0Y =)
cual consta [<123 un electrodo tipo Clark como ha sido cescrito
anteriormente.

(12.3) Transporte de electrones basal. .

E)l fluio de electrones basal deperndiente de lus se produce aen
cloroplastos aizslados en ausencia de ADFP vy de Fi estcgenos.

ta metodologia usada fue ia siguiente: una alicuota de
cloroplaz=tos intactos (equivalente a 30 § 1= de clorofila/m)) ..se
resuspendins en I3 ml de medio para bomba de H* con excepcion de que
la conmcentracion ds  ia tricina es de 10 oM dUncisos 3 YA 5 BN g1
électr—odo del pimetro se introdajo en la muestra, manteniéndolo
en la obscuridad durante IO segy, con agitacidn y a 22 C. Se inicie
el £l 0 de slectrones por iluminacion de ia susSpeEnsion de
cloraplastos con wun proyector a

Traves de
simultEneamante

uvna lente de Izawa,
se registd la liberacidén de jat-3 del sistema

=n




frarmci gz de Fie- - =ovtoia ~— [EEaY

oximetroc.

& velocidad da1 fluio de electrones se calculo

siguiente relacion:

v = QAZ200C n ato O/20cmXRpeq . e /n

clorofilal A cm/min

= (72 n atomocs OMA/ mg clorofila.

conde:
V= velocidad da transporie e electrones en req
mc lciorofilaclf K * ‘
1200 n»n aito O = coniehidc d= oxnigena solubilizado  en

volumen de medio usado para ei
= 1ia manima altura que puede recorrer el
(2rem?

=

2 peq e / natomo O = eqguivalente de e

liberacion de un atomo

mg clorofila= mg de clorofila usados para el ensayo

A= pendiente del trazo obtenido.

(12.2) Transporte de electrones fosforilante-

i.a madicion del transporte de electrornes

diferencia dei tasal, se determind en

substratos de 1a H+——.’ATF‘-—sintetasa del cloroplasto.

involucrados

graficadcor conect=do

mediasnte

ato OXs50 minsInXY/ g

de oxigeno por fotolisis de H=20.

fosforilante,

preseancia de ADP v

=1

la

el

ensayo (3ml) estandarizado

graticador

en la

2

i



e matodologia ia =i1guentes = continud. i1luminando
cloroplestoas usSacDs  en

o=
el anoiso  anterior v se adicionoe ADF vy Fi
para obtenar wuns concentraoion Finsl ae 1 mie m,
recpectIvamenta. p=¥-3 continug el TraTo [=¥-14 a detectar la
DrodjJuciIaosn por

defis:ton
la adicion e subzIratss.

e veloocidad deil fluz de 2lectrones fosforilante =« calculd
2mn 1s masmsas forms gue 1o sefalado pare @1 trasporits de electrones
besal Gnoisc 12.1).

(12.3) Transporte de lectromnes desacoplado.

Bl transporte e electrones desacoplado se
eress2ncla ce un

determing
dsacoplante.

en
es decir un compuesto gque promnueva
ia disipacidaon de ensra1s generada por dicho transporte de
electrones Wclarty, 1977) al actuar como protondforo o 2 acarreagor
de protones 3 traves de la membrana Glitchel; 19566).
La meadicinon de 1la velocidad del transporte de electrones
desacopladao =e gdetermind de ia

signuiente mameras se continud
i1luminanda los cloroplastos usados en el inciso anterior '(y que  se
usaron Bara la determinacion del trasporte . de electrones ﬁasal
incisos 12.1 v 12.2) £ adicionando uma solucidn de NH4C'1' ‘ pal;‘a
chtener una concentracion final de 1 aM. :

La velocidad de1 fluiao de electrones desacoplado se caicula




1y & miswma Fordae cisgs 1a andicado pera e trasporte de

aciciice unciso 12.10.

13> ENSAYO DE REACCIONES PARCIALES ) NO CiCLICAS DE

Las

FOROSISTEMAS I Y II.

Como se menciond anteriormente €l trasporte de electrome=s en
membranas tilacoides =2 cbhserva cuando los fotosistemas 1 v il
interactuan cooperativamente v se nha propuesto que estan
mutuamente en comunicaciomn mediante una serie de acarreadores de

e (Hil1} v Hencall, 19650, para cuantificar 1= eficiencia de cada
fotosistema por separado frecuentemente s adiciona al medio de

ensayo inhinidores de uno u otro fotosistema “ aceptores Y
acarreadores artificiales de e .
En e=zte trabajo se realizo el ensayo de los fotosistemas

separados polarograficamente con un  electrodo tipo—Claris, de igual

manera que lo indicado en el inciso 12.

L.a me=zcla de reaccion para determinar 1a actividad basal de
ljos Ffotosistemas I vy IX fue 1ia misma gue la que se usdo en la

determinacidon de 1a velocidad del transporte de electrones
aciclico, de Hz0 a metil violdgena, mas 1o que se indica a
continuacisn: .
Fotocizstema 1: DCru 10 ¥y

2,%,596~tetrametil—p—fenril—

ag



diamina (DAl Q.4 bt

AHoido a&scoorbico q mt

oaD C.8 miv

[
“

Fotozistems 1
farricisnuro de potasio

$.3LF A Criisd it

7]

DEHIE 3 i

[=$] transporte de electrona=s basal fosforilante v desacoplado
pars los= fotosistemas 1 v i1 separados se ceterminarornr 3

calculsron en 1la misma fFor-ma gque 1o indicado en los incisas 12.1,

12.2 v 12.3.



(1) ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA Mg >—ATPasa.

S na encontrado gue la iluminacidén intensa de cloroplastos
intacto=s, aislados de diversos vegetales

{Shahak, 1982, induce
unae actividad de Hg+z—QTPasa del Ffactor de acoplamiento gue puede
=er ensayada en ia ob;cur‘idéd,

en cloroplastos que se rompen
simultEnsamente con la adicidon de Ng*"——-ATP. Con 1a finalidad de
=establecer las condiciones optimas de ensayo de la actividad
Mg+z—f—\TF'asa del factor daz acoplamisnto unido a la membrana del
tilacoide, en este trabaio se determinaron:. (&) el tiempo de
masima activacion [=1-] la Mg+z-QTF'asa' con lu= saturante
cloroplastos

en
intactos, [$=)) el tiempo Optimo  de hidrélisis del ATP
(tiempo de ensayo), Yy ()

la concentracion

Sptima de Hg+2-—ATP como
substrato. ta figura 1i-A muestra que la iluminacion con lucx
saturante de cloroplastos ’ Vintac;tcss obtenidos de plantas de
chicharo, inauce incremento en la velocidad de activacion de la
Mg+2—ATF‘asa despues de un minuto de iluminacién, aicanza  una Vmax
de 210 Moles pi:roducidos . rnt;|_1 clorofila - h_i, Y se - mantiens
constante a tiempos mayores de &4 minutos. En este trabasio ser
selecciond 1.5 min camé tiempo sptimo de activacion de la
Mg+2—ﬁTF'asa. Estos resultadqs son semejantes a los reportados por
Mills et al (980).: ‘En . el

segundo experimento los cloroplastos
intactas Ffueron iluminados durante 1.5 min, luego
o=motico

rotos por choque
¥ simultdne amente se ensayod 1a actividad de la
lﬂg+z—ATF'asa, a diferentes tiempos de incubacion en 1la obscuridad,

"s0
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Fig. 1. Tiempo optimo de activacion, de ensavyo Y concentracion
Sptima de substrateo para 1a

actividad de la Mg 2—ATPasa unida a

tilacoides de cloroplastos de Prlantas de * chicharo. A
Cloroplaostio= intactos (& 1= Hg de clorefilar se tluminaren conr oz
cTturante durante lo= ttempos indicados er AT, enseguida | me
tisaron por chogus ocsmOLico con  un medio que contenia | Mgciz 2mM,
: < . .
NH‘CL 1. 1M, ATP 2. 2mM, Tricimna 1S5SmM PHB b4 2310 cepmsIMol ATP,
simultidnoamente con éesta adiciOn, L9 suspensiOn = colocd on la
obscuridad mantenidndose EY min con agitaciOn. ta reaceién’ se
. i s Az
pard con carodn activado en HCL v se cuantificd ol P iberado
como me indicd em MATERIALES Y  METODOS. (B) Después de  aclivar. la
Mg —ATPasa durarmte 1.5 it Htiempo . obtenido de la Fig. 4—A> -
L SN -2 : :
irieiar el ensayo de la actividad 7 de’ ta . Mg " —ATPasa - como en . LAY e
dejaron transcurrir tiempos distintos i de . ensayo . en la obscuridad
A i . ~ = it : o . . ; o 32
tindicados on D, =e pard la reccciOn v . se ‘cuantificd ol Pi
Liverado como en Ay, (s} Después . . de -actlivar la Mg ~-ATPaza como
. o L ey -z :
on 13-1) se reatiz=o el ensayo de . .la .. actividad de la Mg —ATPaso en
la obscuridad Peor un minuto iempo. seleccionado de ta Fig. | 1-8>
on un modioc que contenia concentracicnes crecientes de CMg-—ATP. no
radicactivo. a reaccidOn se par® % con I I-7N (comnceniraci®On fimal - 2%
v el Pi liberade =e cuantificd por ol método colorimétrice de

Fiezske-Subbarew como =e indicd en MATERIALES ¥ METODOS.

:
i
1
¢
i
i

:
4
{
)2
v




v se ob=esrvo que la actividad hidrolitica ee incrementa al
aumentar el tismpo de Pidrolisis (Fig. 1—B), E-¥=3 manTiane constante
hasta los 2 min, (2.5 ctioles Pi -1

p,.oducido-mg clorof:la) y despues
de ese tiempo de hidrolisis en 1la

obscuridad decae, probablemente
Por el incremento en la concentracion de ADF en el medio, yva que,
ma sido reportado como inhibidor de la l'tg+2—ATF’a=:-.a (Pick, 1988).
De esta grafica =e selecciond 1 min de tiempo de hidroélisis del

ATF tiempo de ensayo); con @ el objeto de evitar la inhibicidon por
ADF. En la Ffigura 1C, 1la relacién ren las concentraciones de HgClz

vy ATF se mantuvo 13, ya ‘que ;E.e

be,‘qu'e el substrato real de 1la

enzima es el complejo Hg;éTP, losv iones  metalicos o el ATP. libre
actuan como inhibidores . de la“:

enzi"n;:a {Hochman vy Carmeli 1981a).  Se

abservo. que concentraciones - crecientes de Mg—ATFP  incrementan  1a

actividad hidrolitica de “la -Hg+.z—ATF'asa, v a 2.2mM de - t1gCl—

2 2mm
de ATFPF se alcanzé  upa . V- de 185 W
S TNAR ol N
ciorafila » K (Fig 1-0). - Se detecto olitica
= A2 B PR R -1 3
basal de 4 HMoles "de F':L’”Qducido mg los
cloroplastos

activados

durante 1.5 min 1 l1a
hidrolisis del ATP durante un minuto en la 'obécqr‘idad Y en la

ausencia de substratos  exédgenos. Esta  actividad fue restada en los

ensayos de la. actividad de la Hg+z—ATPaSa. Probablemente, esta
actividad esta dada por 1la presencia de substratos enddgenos

que
=e encuentran en los cloroplastos intactos que a3l romperse se
liberan al medio. Resultados semejantes -Fuer;on reportados por
Sahak 198o), quien determine que el choque osmédtico de
cloroplastos intactos, previamente energizaé:los:" induce .

una mayor
activacion de la ATRasa, la cual oscilé entre el 20 Y 3I5% de

activacion en diferentes experimentos. No se ha entendido todawvia
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- da-

c=Tta activacion

+
c= la Mg T—AaTFrasa inducida por ia lisis (=13
lo=s cloroplastos.

De los resultados presentadaos en 1la figura 1 selecciconamos
las siguientes condiciones para

los ensayos de la actividad de 1la
Hg+z-ATF'asa unida a membrana d=1 tiltacoide de cloroplastos
imntactos, activados con  luz v rotos

simultaneamente a la adicién
del substrato Yy que de aqui: en adelante los identifTicaremos con
las siglas (CI-AL-RE): 1.5 min de - tiempo de activacion, un  minuto
tiempo de ensayo de tiidroélisis en la

I“ig(:lz 2.2mM — ATF 2.2aM. En

obscuridad
concentraciones de

Y

esas condiciones,
la velocidad especifica de la Hg+z—ATPasa obtenida can las
diferentes preparaciones de cloroplastos de plantas de chiacharo
durante el desarrollo de nuestro  trabajo, ‘oscilo entre 200 y 35S0
. - . -1 . -
pmoles de P;Prcduc,‘do-mg clorafila-h

(2) CONDICIONES DE ENSAYO PARA LA vaTDFUSFDRIL.ACIDN.

En la Fig. 2-A se presentan la actividad de 1la

ATP—sintetasa
en funcion del tiempo de 1luminacion: . de los clorahlastns que se
rompen por chogue osmdtico f»dufénte la activacion con luz. La

ackividad de 1la ATF’-—sinteﬁasa" "féi:én:é una VvV
- : :
ATPprcductdo - ma

menos {Fig. 2/).

de 1225 ' Moles de
.1

CJent 18 seg de preiluminacion o

en
éécée ligeramente si el tiempo de'
activacion se prolaﬁéa hasta 7 min. Este resultado contrasta con
lo presentado en‘lé‘ -F:Lgur'alA, en la que sSe wve que la actividad de
la Hg+z—ATPasa alcanza .bla » Vmax solo después de

iluminar los
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Fig. 2. Condiciones de activacid, ensayo  y concentraciones ©Optimas
de substratos Tpara’’ila “-actividad de lia ATP-sintetasa unida a
membr‘anas . de tilacoides def" c;gtoplésfns ’ de plantas de chicharo.

[£29] Se . ilumihé: uv;:c. g

suspensién L de ?‘;oroplé.stos : [+-1-4 Mg de clorofila>
conr tuz= sat;.xrqhtve._r, a »t,i.a‘rn‘posn B vﬁriasl;s éomo : 'se indica on A, ae
utilizaron aml de medio co;r; e . siguiente composticidn: . ‘sorbltoﬁ.
100mM.  KClL  100mM. )"gClyz' JamM, o metiltl \'/Loltrﬁvg’envo LSO pM -y . Tricina . amM
PHE, enseguida se adi.c\j.or:-crrén. ’ ) Qimu}itiﬂ;gfriéﬁte,‘ JhApP 3y P pora teoner
ana concentraci®n firmal . ) dev v::.m:)(‘ o g “iio‘sé.o‘ctiv'omento.' - 'Le\' "siﬁiesia
de ATP se regis&ré’ . polarogré.f\.cqmente - ,éo;o R ‘se .. des:rubmé en
MATERIALES - ‘Mz-roprc‘.vs.i' (BY: L : A'rp—e!.htel.csa o se : cg’:t’i'.vé\; 7. por
tluminacidn de los v‘ cloroplostos : - ./5; o min on o #oﬁdidiéneﬁ
Semejantes : o \.‘cs‘ doscru.a.s . ta . "'octlvidadv ,‘ . l‘d‘e - i ta "
ATP—sin%etc—sc respecto . al 'tiembo g : se ‘_s:iv’-i.e‘sis e ée ATP s‘e‘ ofoctud
desputs de adicionar o\ ADP | y et S " a qu - tie‘wypos i : se;fia‘lodos en <B>
> la sintesie : Ade\.' o ATP : evclué "corpo . ’en : car. ") Las
concentraciones 6ptu-nas d;, los 3 s;b"stzb-c.tﬂors so determinaron después
de activar la ) cn:\mo i : durante " 5.‘ =" Tmin A : con . luz, la actividad de la
A‘l’P—sinteL;su 'so. roa\.\.zé X un : minute - ~499pué§ de ta adicidn de
concentraciones c};é'iQntés = Ae ADTP(‘) ‘o‘.- Pi.(A) (manteniendo constante la
con:en’i..xyy-acirény df: e uno ‘ de l.oa i dos Qu\’:stre‘d.os) como se indica en [{~+19
O!.ro.s‘ = c‘o‘héic\'.‘on‘es ‘ d? B ensayo se describieron on MATERIALES ¥

METODOS. .



claroplastos durante 1.5 min. Ez <2

i, IZpareontemante 8
activacion para

tiempo de
alcanzar la cCOoNToOrmacion reguerida para la
Hg*:—-éﬂPasa de CI-AL-RE es mayor que el tiemps Qgue s @ reguliere
para l1s &iP~sintetasa. Resultados

semejantaes fueron reporitados  por
Biaudest Y Haraus: (1F85), para cloroplastos linres de envoltura
(memoranas tilacoide lavacas) moditicados quimicamante con DYTT.
LLos autores setalan qgue tal divergencia podria indicar a priorx
qua la sintesis (=3 hidrélisis de ATE son catalizadas
preferecialmente par gos conformaciaones diferentes de la misma
enzima, v proponen um modelo en el que el DTT {(modificacion
quimica artificialy induce cos formas diferentemente . activas del
factor de acoplamentoc vy gue el ¢;H+ gensrado por la energizacion
de la membrama induce, a su vezr, otras dos formas activas de 1la
enzima tactivacioen). De acuerdo a ese modelo, ia aparente
discrepancia cinética entre

la sintesis

progresiva de las formas activas del
acoplamiento.

v 1a thiidrolisis refleija la
transformacion

factor de

En cloroplastos, el A:JH+ generado bor - la  dluminacion, ademas
de ser 1la  fuer=za director—-motriz para la sintesis de  ATP, activa a
la enzima para 1ar bidrélisis i (Biaudet v

Haraux, 198&;); Esﬁé
activacion se ﬁaniFiésta capacidad  de ’ evp.y-‘:rima,
pars sintetizar V’A_TF" Can. por su capa:xdad U para
hidrolizarlo en L el - o ‘s’ubsecuente de obscgriéad— LLa
hidrolisis de ‘aTe se ;ncr:en't.‘ehta : en : 7

presencia de

ditialeé ,Vl(ccmo el
DTTY o de {:ripsiné éuraﬁ‘ée ! 1a Vli‘.l;’xminat:ién Mills vy Mitchel, 19843).
No ha sidn posible estaﬁle:er completamente el significado
fisiolégico de ila modificacion  por ditioles. vy F=1¢is) menos

por ia
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tripeina. Es conveniznies recorcar gque e nuestra
42 . s
Mg "—ATFaza uraca 3

investigaSion la
membrana c=21 Tilacoide fue sctivzda can Ius,

con el contenico estromal rmativo v [a¥=] fue mecesario adicionar

acarreadores ae elecirones (a5 agentas tioles al sistema. Sin

embargo haw =similitud de resultados de - éste trabajio con los

obtenioos aen cloroplastos intactos, im VIV o, (Hills

1934)

N Mitchel,
v con cloroplastos modificagos con DTT (Shahal,

127850,

Despues se procedid a determinar el tiempo ©6ptimo de ensavyo
de la earntesis de ATP en los cloroplastos lisados @ durante la
activacion con iuz Q.S mind. En ia figura 2B se mué sir‘a =31
incrementoc en  la sintesis  de ATF respectoc al tiempo,. se obs'ervéy
que 1l1a sintesis de ATF ocurre inmediatamente vy no’ reqguiere o de
preiluminacion, se incr‘en}enté linealmente duranté los  4 ‘;minutos
imniciales Y después de este tiempo permahgcié : :onstante,
aparentemanta, por las concentraciones crecientes. ',‘déyl “prt:;ﬁuﬁto,
ATF, en el media. a Giferencia de la at:ti;lidadt h:.drolit:uca - que
Sloasnzo ‘

su maximo (Fig. 18) en

un minuto de. hidrolisis o menos, vy
después de 3 minutos decayoe . Estos resultados- podi-"ijan 'sugerir que

la conformacion de la enzima, alcanzada en'vl’a’ iuz’

‘ L
Ly requerida para

la hidrelisis del ATP en la obscuridad: as

: inh1b1da rapidamente por
las praoductos (fosfato vy ADP Y ng_g-y“flam’ ‘;:anifermar:ién de 1la enz=ima
requerida para la sintesié de ATP, : tambien alcancada por

nargizacion del cloroplasto 'es men;ﬁs : ser;\sible a 1l1la inhibicion por
el praducto (TP : i

La velocidad de fotofosforilaciéon en funcion de la
concentracién de los. substratos (ADP |y  fosfato) se muestra en la
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Figura 1C. o= ensayos se razslitaromn manteniendo uno de los daos
subtratos a concentracion constante = incrementando 21 otro. Se
utilize ADF 1miM para ensayvar concentracicnes wvariables de Pi, Yy Pi
T para ensayar el incremento en la concentracidén del ADF.
Concentracionas crecientes de= cusaiguiera del ios

substratos,
uno de ellos

cuando
=se mantiens constante, producen incremantos notables
en la velocidad de fotofosforilacion hasta llegar al maimo de

velocidad con las concentraciones otimas gue se indica arriba.

Las condiciones de

ensayo para

ia fotafasforilacion aen él
transcurso de Nnuestra investigacion fueron seleccionadas [={=] lo=s
resultados presentados en la figura 2. Dichas condiciones son:
preilumina&ién 1.Smin {sin substratos, con la fimalidad de
ﬁantener :dndicienes semejantes a las regueridas para la
hidrolisis), . tiempo de

ensayo para 1a  fotofosforilacion de 2
en

2 min
substratos, can concentraciones de ADF 1mM

presencia de

WKH_PO SaM. La
2 -

velocidad especifica de la fotofosforilacion - oscilsd

entre 225 vy 400 (Moles de ATPF . ma” ! clorofila h™' en 1las
Ppreducido

diferentes preparaciones de claoroplastos de pléntas de

emoleadas en (=2

chicharo
transcurso de Nnuestro trabajoy

v bajo las
condiciones antes seflaladas.

(3) EFECTD. DE MALEIMIDAS MONOFUNCIONALES Y BIFUNCIOMALES EN
LA ACTIVIDAD DE LA Mg 2—ATPasa.

Diferentes investigadores (Biaudet v RHaraux, 19863 Sherman v
Wimmer, 1982; Shashan v T Shavit, 197D postulan que basio ia
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condicion (== energizacion Sel

cioroplasto intacto =e generan, al
Menos, dos conformaciones activas v diferentes en el complejio
CFO-—CF . en congea una c= ellas es especifica para unir ADP 0%
catalizar

preferencialmente la Fformacion neta de ATF y gue la otra
conformacion es especializaca para unir ATF v catalizar su
hidrélisis. Si ia consideracion anterior es correcta, es po=sible
evidenciar las diferentes conformaciones de 1;—;; enzima . mediante  la

incorporacion de maleimidas que se unen :ovaléhtemente a los
grupos —-SH de las subunidades de 1la ATP—sintetasa que ‘tienen eéste
Srupo funcional (Farron, 19703 McCarty v Fagan, 1973; Hold 12967,

ta inmcorporacion de las maleimidas deber‘é efectuarse después de
que la conformacidon requerida para la sintesis o la hidrélisis del
ATP se haya alcanzado por  energizacién del cloroplasto, lo gue se
consigue ilumindndolo. La siguiente parte de nuestra investigacién

se realizd con la finalidad de comprobar lo antes planteado.

Inicialmente se determinaron los tiempos regueridos para el
efecto maximo que inducen las maleimidas

2

{estimulatorio o
inhibitorio) en las actividades de la ™Mg * ATPasa v de ia
ATP—sintetasa del factor de acoplamiento unido a los tilacoides de

los cloroplastos intactos,

que se rompen en el momento de la
adicion de las maleimidas. Con los resulta os obtenidos se
procedid a determinar algunos parametros cinéticos para
caracterizar el efecto de ésos compuestos en las actividades
enzimaticas sefialadas. R
(3.0 Inhibicidon de .  1la actividad de la Mg+z—ATPasa de
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membranas tilacoiges por maleimicas monofuncionales en funcion del

tiempo de iluminacidn.

La actividad de la ng?z—ATPasa unida a la membrana del
tilacocide se desarrolloe en los cloroplastos intactos despueés de

iluminarios durante 1i.S min, enseguida se adicionaron las
maieimidas (concentracion final Q.5 mMD en un medio cuwva
composiciéon era isotdnicamente diferente al que contenia a los

cloroplastos  intactos, con  lo que Se asegurdée la accesibilidad de
las maleimicas & las membranas tilacodales po- ruptura de la

2nveltura provocada por la disminuciéon en la tonicidad del medio .
Sa de jaron tranmscurrir tiempos variables de incubacidén, - como se

indica er ia figura Za sin apagar ia fFuente luminosa. | De- ‘ésta

manara, la actividad maxima alcanzada por 1la Ng+2—'ATF‘asa",>nb, decae

debidoc a gue es dependiente del A:!H+ generado por-~vla_; V‘énerg'i.za'cién

del tilacoide (Mills y Mitchel 1982). Despueés - de. - los: .. tiempos
variables de preincubaciam con iluminacidn v "rriqaleimi'das . se
adiciono el substrato Yy el ensayo de hidrélisis  se! 'é@ectué en 1la

obscuridad. Se elaboraron curvas. del % de actividad . de la
l'lg+z—ATF‘asa respecto al control, en - funcién : del tiempo de
preiluminaciséon con

maleimidas. se presentan los

L En "‘lya : #Fi;;ura 3
resultados obtenidos para la rhetilévi j" 3 tﬁéle'imida'; “fenilmameimida Y

carboxihidrosifenilmaleimida. Los résgltadés para la NEM v la
1l-H—-pirrol—2,S-—diona no se muest'ran,‘y‘a' qué‘ son | semejantes a los

presentados para la fenilmaleimida. Se observo que las cinco
maleimicdas monofuncionales (O.SmMt)

inhiben parcialmente la
actividad de 1la ﬁg+—ATF'asa generada por  luz hasta en un 220% el
grado-" de inhibicidon es diferente = para. cada maleimida Y es
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Fig. 3. DeterminaciCn de los

tiempos - 6ptimos de inhibicion
por ma]eimidas n;ono#uncicnales de 1la actividad de” 1la Mg+2-ATPasa
unida ‘ a-. .. ‘met"nbranas tilacoides de :léroplastns de plantas de
chicharo. Clorcplastos intactos <30 mg de’ ctorofilay = iluminaron
durorme 1.5 mir con lu=z scturante, enceguida =e adictonaron:
melileolmaleimids { e >, fenilmaleimida C B—— > o carbvoxihidroxi—
fenilmaleimida € O=— ——=~0 s=olubilizadas en un medio que lisS los
cloroplastios v cuya composicioOn fue: sorbitol 100mM, xcl 100mM,
Mgt imM ¥ Tricina 100mM PpH B. La concentracidn final de las
maleimidas en el medio fue o. SmM. Se continud con la iluminacidn
de los cloroplastos rotos durante les 1tiempos indicados en la
figura, al cabo de los= cuales se evalud ta ‘o.ctivi.de de la
Mg‘z—ATPcso en la obscuridad, por 1 min con ) e adici&n . de un medico
que conteria chl.z ZmM, NH‘G\, 2. LM A(’er;:yzrnM.‘ Tr;éi.:na o ABmM PrHB. Lo
reacci®n fue detenida por ia adicidn | ’ 'do ’ w ;éohéeﬁtfacién final b1 0
¥ el PiL  liberado =e  cuantificd ©  por el méiodo " colorimétrico  de
Fieske-Subbarcw como se indicd Jen. ‘ : ‘Y‘ METODOS . Lo
valores graficadoes corresponden i 9.1 : ’67 EE de ‘, R uctxvudad respecto al
control en funcidn det tiempo i ‘de interacci®dn de ‘ las maleimidas con

los cloroplastics en ta tucz. : o . -



dependiente del tiempo de incubacion.

En  la Table I1 se indican los ti=mpos optimos oe inhibician

de 1a actividad de la HQ+Z—ATF'asa (tH -) por las cincwu  meleimidas
ot

monocfuncionales. Los tH:”,. s=leccionados ' para &este grupo de

maleimidas oscilan 2n @1 rango d= 2 y 4 min. Les - valores obtenidos

presentan el siguisnte orden: carboxihidroxifenilmaleimida v
metilolmaleimida 4 min > 1—H—pirrol—22,S—diona 3 min > NEM v
fenilmaleimida 2 min. Estos tHoi. son los que e utilizaron para
los ensayos posteriores para determinar el efecto de

concentraciones wvariables de las malieimidas monofuncionales en 1la

actividad de la Mg ’—ATPasa.

3.2 Efectos de la concentracién da maleimidas
monofuncionales, : en 1la actividad de la Hgfz;ATPasa inducidos por

luz.

ta - YNEN,v : tﬁetilnlmaleimida, 1—H—-pirrol—2,5—diona, fenil—
maleimiaé v b carboxinidrosifenilmaleimida inhibieron la actividad
de 1é Ngfé;A;rPasa con todas las .:oncentradones ensayadas (entre O
v imM) - (Fig. ".47)- El grado de inhibicion (IHméx) de 1la actividad de
la v Mg'+z.-—'F\TF‘asa,v S unida a la membrana del tilacoide, fue
1-H-pirrol-2,S—diona (66.4%) > NEM (66%) > fenilmaleimida (S6.4%)

3 carboxihidrokifenilmaleimida (53%) > metilolmaleimida (7.5%.

. : ‘SO
El valor de . CHL representa la concentracion de maleimida
requerida para. pfaducir— el S0% de inhibicisén de la actividad
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Tabla II.

Tiempos Tptimos para la inhibicidn de la hidrClisis v
la sintesis de ATP por maleimidas monofsuncionales vy bifunmionales.
HQ*Z"ATPLS& ATP-sintetasa
' tHoi tsas
tHMaleimida (min) {mind
NEM 2 5
N—~metilolmaleimida &4 2
1~H~pirrol2,5—diomna 3 5
N,fenilmaleimida 2 3
N,carboxihidroxifenilmaleimida 4 5
N,clorometilmaleimida 1 5
N,N'—bismaleimida 2 5
Bismaleimidometileter 2 6
NyN'~dihidroxietilenbismaleimida 2 5
NN —etilenbismaleimida 3 &
1,3~trimetilenbismaleimida 1 6
1, 4—tetrametilenbismaleimida 1 <Y
La HidrOlisis v ta siriesis der - A’rl‘,jv Sfueron deoterminadas como am
Las figuroas - ¥ o, tHci' : ti;méo, ;,f léﬁﬁlmio 'do ' inhibicidn de 1o
actividad de la Mg*z—A‘rPcso . on o nin: tSo‘-. . tiempo S ptimo de
'\nh‘\b'\.clén de la sintesis ider ATE er; ;'ryih. T
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Figq. 4. Determinacicon del efecto de
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concentraciones
I P +2
las maleimidas en las actividades de 1a Mg

variables de

—ATPasa (4—A ) y de 1la

ATP-sintetasa (e---9) unidas a membramnas tilacoides . de  cloroplastos

de plantas de chichara. Lo Mg'z—ATqua ce actived por Mluminccidn
de los clorcoplastos= intactos 30 Hg de clorofilar durante ia.s .

Se adiciomnaron voldmenes adecuados de una solucidn de maleimidas <
la =uspensiOn de cloroplastos Ppora obiener las concentraciones
firnoles indicodas en lo figura (las : msloi;r'idos fueron
solubilizadas= er el medic que =e indic® en Y- Fig. 3. Se
zontirad cor lta tluminacion de la su;pehsién ) de ci*rop\.ostcs
durante lLo= tiempos “Optimos= = de maximo efocio” . en ta sctividad
de ta Mg‘z—ATPc o correspondionts a cada r‘na\.r;i.'m'\‘da., Al finalizar
eze periodo de tiempo se ensayd la acti.vigls;d d" la . Mg-z—‘A'rPosa
como se describid.  en MATERIALES 4 METOBOS. - La, A"l}'.P—aiﬂ"-le\.’oaa se
actived pc;- : exﬁ;sicﬂén a la tuz 1. = miTo de ) ura. =usp9;.=;or. de
:lorop\.os_’tcs‘ PET) g de clorofilay eon un’ .wmedioc que . contenia
sorbitol VXAVOO"Y‘YI’?(» =i e 100mM, MgaL LM, mqtit‘ violOgenso: : :séuﬁ Y
'rri.c‘i.ncy i e PHB. Se adicionaron voldmenes odecuodos : de las
maleimidas ' soliubilizadas en -t mismo medio . para - oblemer las
conce‘ntro&?xo‘nee ».. finales . sefialadas ern’ la figure. se c’untinuvé ’ con la
um'nin;ci,éry' d-;r.u‘nte los  tiempos 6plimes' o de mAxime . efecto  de tas
do coda . maleimida -n ta oczi§tdqd de e ATP-sintetasa. Enceguida
e aétcionucn ‘ el' ADP 1 v ei: PL s u.rnM:smM) ’pe.ra eva‘.uw‘ Ta actividad
de l‘a - A;I‘F;siv;-tetc.so‘ por. o eLﬂ método polarografico descrite en
MATERIALES :Y )-lEI‘ODOS. Loe reg\;itcd;s ime : ,preaeﬂt’e.n como ~ de la
actividad ra:péct9~ al | comtrot en ?‘uﬁcién . Qe ta concentrosi®n  de
moleimida  en 'vel‘ . m;di.;. k




[=3- ¥-1 IIz. Fazrametros cineticos para la inhibicidn o estimualacicdn
de la sintesis e hidrolisis de ATP en

2l estado

estacionarioc
maleimidas monofuncionales .y bifuncicnales.

por
Mg - - ATPasa . CATP—sintetasa
i so : : Uso SO
HMaleimida CHL IHmax Fse CS'L 5 max
tmMy e (mM) TSN I8
NEM 0.27 66 - 0.48 35
Metilolmaleimida 0.1 17.5 - 0.42 33
1—-H-pirrol—-2,5—diona 0.6 66.4 G.01 0.44 20
Fenilmaleimida 0.32 56.4 0.01 0.43 100
Carboxihidroxifenil—
maleimida 0.42 53 - 0.34 45
Clarometilmaleimida 0.5 15 0.005 0.35 50
NN —-bismaleimida 0.5 80 - 6.3 100
Bismaleimido—
metileter 0.46 12.5 0.025 . 0.5 44
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continuacion Tabla 11Is

Dihidroxietilen—

bislﬁaleitﬁida 0.53 63 0.005 0.3 50
Etilenbiemaleimida 0.5 L4 - 0.28 89.4
Trimetilen-—

bismaleimida 0.51 54 - 0.004 30
Tetrametilen—

bismaleimida 24

La =intesis i : ; y e ; en  las figuras <
v . CH o € imducir SON de
la  méxima o en la  hidrOlimis
o en ‘o k e : : - y ente. Crangy concertracidn
para indu;:tr o 50’6 S de . i sirntesis de ATP
por las ‘molei.’mi.dx‘zs‘. Lo : : : mEaxima de 1a
actividad de S

l1a

Vg ool
Mg . —ATPOD:

respectivamente,
erxpresoda como porcierie. del control.
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hidrolitica d= la enzima (Tatla IID. tos valores c= H?np;r‘a el
grupo de maleimidas monofuncionales Fluctuan entre el rango de 0.1
it para 1a hidroximetilmaleimida, hasta 0.5 mM para la
1—-H~-pirrci—-2,S—diona. =53 orden decreciente de éste paramestro fue:
1-H—pirrol—2,5—diona (O.&mMD > carboyihidrosdfenilmaleimida
(O.52mM) > fenilmaleimica (OS2 NEM (O.27 M) > metilolmaleimida
(Oami. NStese~ qus= el orden de efectividad para inhibir la
actividad de la Hg+z—ATF’asa en -Furn:iéh ~de ia concentracion v
respecto al ) tiempo de in:t_'tbacién“ con las maleimidas
monofuncionzles son diferentes (comﬁarar‘ t, en la Tabla II
so

Hoti Y
C,,. en la Tabla IID.
Hi
(3.3 Modificacion de ia actividad de la Mg+z—ATPasa por
maleimidas bifuncionales inducida por. luz.
Teér‘i:amente las maleimidas bifuncionales pueden unirse

covalentemente, a dns srupos ;-SH localizados en

una  misma subunidad

o de subunxdades ch-f-erentes del'comple_‘io CF —CF‘i, siempre Yy @ cuando

los- gr'upns' -—SH I estén ,localxﬁadog a una distancia - aproximadamente
igual a las d:stanclas .v:.t'xihimas o maximas de ‘los

‘centros  reactivos
gque adquieren’ en*'el,

espacxo de acuerdo con “su'r configuracién las
maleimidas . (Wold, ' 1967;

v - McCarty,: 1977>

T Para cubrir una

gama'amplia ‘de distén_cx.?s cre:;entes, que;;"exis".ﬁén ,Eri;tre los grupos
—-SH del complejo CF

[reiete maleimidas

bifuncionales que se. ; ’ L dla ']".II.' Este grupo de
maleimidas < varian entre por 135 distancias 'de los centros
reactivos, asi i ﬁpbéolubilidad- o vtilizando éstas
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mazleimcas esparamos ampliar los conocimientos
cambiaz

recspacto a
conformacionales

los
que sufre la enzima (H ~ATFasa) cuando se
enaergiza la membrana [=2=)1 tilacoide, en ralacidn a las cistanacias
en las que probablemente =me euponen vy
de la

entrecruzan los grupos —-SH
H+—ATF'asa dal clorgoplasto, asi como un mayer coonocimiento de
l1a polaridad del

microambiente donde se encuentran los grupos

—SH.

LLas distanmncias qQue poséen las maleimidas seleccionadas, oscilan en
un rarmgo da 3.5 A a 2.2 A entre sus centros reactivos (tabla .
El ctro aspecto interesante de éesta serie de maleimidas
bifuncionales es gue debidn a su estructuara guimica,
e=zpecificamenta a 1la cadena central gue une a las dos radicales
maleimido (Tabla 1, tiermen aentrea =1 coeficientes de reparto
distintos, dados por el tamario Y naturalecza quimica del
substituyente qgque se une al nitrogeno del radical maleimido, dicho
substituyente le confiere a la molecula de maleimida una
determinada liposolubilidad o hidrosolubilidad. Esto, amplifica
la pasibilidad de que las maleimidas tenéan accesibilidad a los
distintos grupos =1 ] éxpuesios de las - subunidades del complejo
CFo~CF3a localizados en microambientes

diferentes.

hidrofilicos—hidrofobicos

En la Figura S se mueétré la imhibicieon  de -'la actividad de 1a

Mg 2-_ATPasa en CI-AL-RE pcr‘,'bismalaimid‘aé en . funcidm’ del tiempo de
preincubacison. En esta ‘ gr‘é‘ii;avv" $e ’incluyeroﬁ laos
correspondientes

resultados
a 1a - clchorﬁeﬁi:_lmaleizﬁida,

trimetilenbismaleimida
v tetrametilenbismaléimida Cén .'/.' e  inhibicien con respecto al
control. La clorometilméleimida‘ ‘aunt‘:gue ﬁo contiene en su estructura
dos radicales maleimido N (Tahla n es posible que se

una
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Tiempo

Fig. S. _Determiﬁa:ién de 1los tiempos
actividad - de . 1la Mg 2—ATPasa unida a

por maleimidas bifuncionales. Los
=emejormles -—a. . las descritas en la Fig.
< e clorometilmaleimida CMm —e =W D,

trimetitlenbismaleimida

1 =

Craa i 3

Optimos de inhibicidon de 1la

membranas tilacoides inducida

condicirones de eonsayo o™
3. Loz ensayos

corresponden

¢t Q——aQ? Y
tetram;titgﬁbismaleimida « ———® . Los valores graficados representan
el b3 de actividad de los tratamientes respecto a la aclividad aclL
control en fureidn del tiempo de imteracei®n de las

con lo= cloroplastos.

bismaleimidas




covalentena2nte a dos grupos —SH cdebido a que ademas del radical

maleimido las caracteristicas guimicas del clocro en el radical

cicrometilc unico al maleimido, es un excelente grupo © saliente £

entraria con especificidad al arzufre de los grupoes —-SH de CF!- La

inhipicion que s ossery es variable y cepende del tipo de
bismaleimida ensayada, alrededor de 1 min de incubacian es
suficiente para lograr el mavyor efecto de inhibicd en de ia
actividad de la lﬂg+2—ﬁTF’a5a unida al tilacoide- £l efecto del

tiempo de preincubacidon para la N—N—Bismaleimida, dinhidroxietilen—

bismaleimida, bismaleimidometileter 4 metilenbismaleimida

(graficados de la misma manera) son semejantes a los presentados

en la Figura S, por ioc cual no se muesteran, pero los tiempos

G6ptimos (tHoi) correspondientes a éstas maleimidas  se presentan en

ia Tabla II. En general los Sptimos de inhibician de 1la actividad

Mg+z—ATPasa por las maleimidas bifuncionales son tiér}lbos cortos,

ern ningan caso es mayor de 3 min (Tabla I y scn‘menofes que los

tHO"L de las maleimidas monofuncionales. Los=s vaylor'evsy" del tH:.'L para

las maleimidas bifuncionales estan en el . méic_x nte . orden:
etilemnbismaleimida S mind > " N,N'—bismalei;x':’.c‘!;,‘ 'b;QAaleimido—
metil— eter, dihidrcxietilenbismaleimida K2 . min)’ > : trimetilen—
bismaleimida, tetrémetilenbismaleimida, clor;meﬁilmaleimida 1
mird. ’

3.4) Efecto de 1a concentracion de maleimidas bifuncionales

en la actividad de la Hg+z—ATPasa unida a la membrana del

tilacoide.
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ta Tigura & muestra ei1 efecto inhibitorio de concentraciones

. L. L. +
crecientes de la clorometilmaleimida en ia actividad de la g z

—ATPasa del factor [=1=]

acoplamiento unido a la memnbrana del
tilacoide. En la figura & =e presentan los resultados
correspondientes a la H,MN—-bismaleimida, etilenbismaleimida,

dihidroxietiienbismaleimida, bismaleimidometileter,

trimetilen—
bismaleimidca v tetrametiienbismaleimida- Las maleimidas
ifuncicrnales indujeron una inhibici & parcial de la actividad
Mg+z—ATF'asa, éesta inhibiciéen fue mayor a medida que se incrementd
1ls concantraciéon de lias bismaleimidas, en el mango de
concentraciones ensavadas (de O a imM2, con ncepcion de ia
dihidroxietilenbismaleimida (Fig. SD) v ia bismaleimidoma=tileter
(Fig. SES qua estimularon ligeramente la actividad enzimatica a
concentraciones menores de Q. imM Y concentraciones mayores

causaron inhibicién, éstas dos maleimidas tienen 1la caracteristica

de ser mas | hidrofilicas comparadas con las otras maleimidas

pbifuncionales ensayadas.

La XH éx, obtenida de las figuras 4 v by de las maleimidas
bifuncionales se presentan

en la ,Tablé' IIi. El orden decreciente

de inhibicidén de la actividad de la Mg+z—ATPasa producida por

éestas maleimidas es: N,N'—bismaleimida (807 >
tetramatilenbismaleimida (-T2 5] ‘ > dihidroxietilenbismaleimida &3IL)
trimetilenbismaleimida (5S40 > etilenbismaleimida 44%) >
cloromstilmaleimida (e k=) > bismaleimidometileter 12.5%). L'a
mayor inhibicion producida ) por la NN —bismaleimida fue de |a07
(Fig. &F).
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Fig. & Efecto de concentraciones

bifuncionales en las actividades de 1a

ATP—sintetasa (e--e) unidas a

de plantas de chicharos. Los ensayos se
condicionos= gque las de=critas er la Fig.
pPresenion como 5 de la activided de los
al control en funcioOn der le concentraciOn
medio,
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variables
“+
Mg 2—ATPasa

membranas tilacoides de

de maleimidas

(A —A)Y y de 1a
cloroplastos

realizaron

or Las mismas

4. Los resulicdos se
trotamentos conr res=pectio
de bismaleimidas eon el



Un aspecto interesante en relaciéon al efecto ce las
maleimidas bifunciocnales como inhibidores de is actividad de la
MQ+Z—ATF'a'_=.a unida & la membrana del tilacoid=, =s que, -aungque los
valores de ila inhibicion maxima (IHmax) son considerablemente
diterentes entre si (Tabla I1D, los valores de la concentracidon
para inducir S0%L [=1=3 inhibicion en la actividad Mg+z—ATPesa (C:?)
son practicamente iguales O.5 mM para ias siete maleimidas
bifuncionales (Tabla IiD.

Conr la finalidad de determinar si existe relacion entre la
inhipicison de 1la Hg+2—ATF‘asa unida a la membrana  del tilacoide vy
la distancia entre centros reactivos de las maleimidas
bifuncionales se graficaron . los valores del lﬁgaritmo de la
velocidad dog V) en -F_uru:ion de la con::entr-a:iénv ae las maleimidas
obtenidos por regr‘esiéﬁ li'ne'ayl‘ {(Fig. 7); Se seleccionaron las
curvas pertenecienteé a ;;Qatro maleimid;as qi.v.e mastr‘ar'qn una

relacién  lineal entre la distancia de sus centros reactivos y el

inhibicion. E1

orden

grado de creciente  de  inhibicion inducido por
las bismaleimidas, la distar.nc:ia creciente entre centros reactivos
b% el coeficiente de cdrfrela:ién pbtenidns segumn la Fig. 7 es:
clorometilmaleimida 1S%Z, 3I.S5A, —-0.8) > etilenbismaleimida (A87,
7.54, —Q.23) > trimetilenbisﬁzaleimida 547, 8.5A, -0.83) >
tetrametilenbismaleimnida (647, DA, —0.?); de estos resultados se
puede deducir que a mayor distancia entre centros reactivos hay
maxyor inthibicion de la actividad de la l“‘lg+z—ATPasa unida a la
membrana del tilacoide. Sin embargo, notese que la
N,N'~bismaleimida (coeficiente de correlacison —0.9) con una
distancia de S.5 A .entre centros reactivos Qigeramente -mayor que
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£ST4
g

. N -+ :
Fig. 7. Inhibicidn de la actividad de 1la Mg z—ATPasa en Ffuncidon . de
la  concentracién de bismaleimidas vy su realcidn  con la distancia

entre los centros reactivos de las bismaleimidas. Los curves
corresponden <= la clorometilmaleimida o — ), etilenbismaleimida
« O—=0 3 trimetilenbismaleimda € M > ¥ tetrametilenbiamaleimide
¢ O—————D 3 Lo= valores graoficados == obtuvieron por regresion lineal
del log de la velocidad de hicdrOlisis det ATP por 1 Mg‘z—A’rPe.sc
unida at titacoide oxpresada on tiMoles ATP o icede " mg
clorefilo . »t en funcidn de la concentraciOn de bismaleimida. Lros
emsayos e realizareon an las mismas condiciones= Que iLas sefialadas
e la Fig. <.
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la clorometilmaleimida) promovid la mayor inhibicidn (IHma de
=

80 cde entre todas las maleimidas {Tabla I1I). La recta obtenida

pa—a ia N, I'~-bismaleimida o mostrada) tendrias una pendiente

menor que cuslguiera de las rectas presentadas en la Figura <9, es

decir, estaria colocada abajo de la tetrametilenbismaleimida. El
efecto observado con ia N, N'—Bismaleimida podria sugerir que al
meanos wuno de los grupos —SH @ gue entrecruza no es accesible para -

las otras maleimidas, incluida la clorometilmaleimida, por io cual

no pusdsa integrarse a la relacion distancia—inhibicisén seffalada

arriba. Sg obtuvieromn resultados semejantes respecto a la ausencia

de una relacion entre las distancias de centros reactivos e
inhibicion para la dihidroxietilenbismaleimida Y la
bismaleimidometileter. Al analizar las estructuras de las

bismaleimidas que no guardan una relacidn con @ las distancias de
sus centros reactivos Y la inhibicidn de la actividad de la
Hg+2—ATPasa, se observa que SONn - MmAS hidrafiiicas comparadas con
las bismaleimidasrde la Figura f.. Entrj'.e Wc‘tr'yas factores que pueden

afectar la reaccion de 1los - grupos ‘-—SHbikbcD‘xj_'l‘vlos centros  reactivos de

las pismaleimidas es el ‘mi‘:r'naym:lbi'er:-it‘ev en el - que - se localizan
dichos grupos —SH vy el valcu;- de ' coé-Ficiente de : reparto de las
bismaleimidas, por 1o que ,‘ existe v la 'posibilida'd de qQue las
bismaleimidas hidrofilicas puedan reaccionar solo con ios orupos

—-SH expuestos hacia el medio acuoso de CF‘-

(4) INFLUENCIA DE ADENIN NUCLEOTIDOS, FOSFATO .'Y DESACOPLANTE
EN LA INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ’Hg+2—ATPasé DE CLOROPLASTOS

POR MALEIMIDAS.



ta sluminacidén de tilscoides de espinaca lavados 2 o 3 wveces

con el medio de resuspension, v modificados covalentemente con
N—etilmaleimida (McCarty v Fagan 1573) Y e—fenilenbismaleimida
Weiss v mMzCarty 1977 en condiciones de iluaminacién

pPromuave la
incorporacion de estos compuestos en aigunas de las

subunidadas
del factor de acoplamiento i. Esta incorporaciéon produce
inhibicion de ila fotofos+orilacion fotosintética (Magnusson Y
McCarty 1975, w_eiss v McCarty 1977> v es Vpr‘otegido con
desacoplantes Y Nucliedotidos (ADF, ATP). Fara deter‘minar’i si éste

N S . PR < -z
era el caso en 1la inhibicion de la actividad ce 1la Mg T—ATPasa

unida a la membrana del tilacoide de CI-AL—RE de chicharo, rot&s

en el momento de la reaccion con la maleimida, se -eligieron

dos
maleimicas monofuncionales v cuatro bifuncionales para determinar
el efecto de su unidn 'covalente con los grupos  —SH del CF; en la
presencia de adenin nucledtidos, fosfato o NHaCl {(desacoplante).
Las maleimidas

seleccionadas fueron: NEM, fenilmaleimida,
clorometilmaleimida, NyN'—bismaleimida, trimetilenbismaleimida v
tetrametilenbismaleimida. t os nucleostidos, fosftato, desacoplante v
sus mezclas fueron: ADP amrd, ADP+Pi (1mM, ’.SmN), ATP 2.2 mM),
ATP+PiL (2.2mM, SmM), Pi (SmM) y NH&C1l (4mM).

En la tabla v se presentan los resultados obtenidos

respectoa a la inhibicién de la actividad de 1a MQTZ—ATPasa unida

a la membrana del ﬁilacnide,‘ muestra que la. inhibicidn Fue menor”
o totalmente protegida por la presencia de ADP, con e::cepﬁiéh de
la clorometilmaleimida, que inddajo un incremantd en 1a inﬁibicién
Ly fue de 11%Z (simn ADP) a &5% (con ADP) respecto al control.




Tabla Iv. E#ecté de .adenin nucledtidos, fosfato v clon;uro de
‘amonio - en i la inmhibicion de la actividad de la Hg+2—ATPasa
por maleirﬁ;das; La Mg+z—ATPasa de cloroplastos intactos GO wpug de
clorofila)  fue a(:tivada como se indicéd en 1a Fig. 1. Enseguida se

adicinnar‘o’n ysimulténeamer‘lte las maleimidas, vy los nucledtidos, =1
Pi S . ei NH‘CI, se contingé con la iluminacion por tiempos
equivalentes a los. ,k":l-'.ien"zpos Sptimos de inbibicion®”
correspondiente ‘a cada’ ‘maleimida. Inmediatamente se

apagd 1a
fuente.  luminosa vy se adiciond un medio cuya composicidn era: Mgclz
Zmb; - NH C1 1iimMs  ATP 2.2mM + r-2%pilaTP 2 » 10° cpm FrPi/umoci

ATF; Tricina 1Sem™M a PH . A las muestras que torytenian el AaTP

desde el marcaie se les

adiciond un medio - semeijante para el
ensayo, pero sin el ATP 2Z22mM. Los de'tal}és' dé: la')' activacion y el

ensayo de la Mg ?-ATPaca estan descritos N MATERIALES 'Y METODOS.
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€8

Actividad de la Mg

adicidn de:

+2

—ATPasa como

Z del control o

(ppmol Pi-mg_lclorofila-h_l) por

Adi;iSn - ADP ADP+Pi ATP ATP+Pi Pi NHLCl

- 100(200) 100(182.7) 100(216.7) 100(250) 100(295) 100(146.7) 100(262.3)
NEM 41.6(83.3) 89(162.6) 99.2(215) 119.3(298.3) 157.3(464) 200(294) 84.3(221)
Fenii—
maleimida 60(120) 90.3(165) 110.8(240) 108(270) 92.2(272) 163.6(240) 58.2(152.5)
Clorometil-—
maleimida 89(178) 35(64) 76.2(165.17) 154.4(386) 184.4(544) 199(292) 32.8(86)
N,N'—bisma—
leimida 32.5(65) 108.7(198.5) 110.8(240) 200.8(502) 143(422) 241.3(354) 110.3(289.5)
Trimetilen—
bismaleimida 45.4(90.8) 91.5(167.17) 96.2(208.33) 100(250) 69.8(206) 103.6(152) 55.5(145.5)
Tetrametilen—
bismaleimida 53(106) 91.8(167.7) 92.3(200) 76.8(192) 44.8(132) 99.5(146) 42(110.27)




Ern la misma Tabla IV, se observa gue la .presancia .de

ATF en
2l medio de reaccion de 1la

maleimida con llos grupos

—-SH del CF:.
solo elinins 1la

no

inhipicién en la  actividad de la Hg+z—ATPasa por
las  maleimidas, sino ademas, en 1la mayor‘ia.de los casos incrementd
la actividad  de 1la

Hg+z_—P«TPasa (Tabla IWV). Paoar eijenploc, 2.2m™M de
ATP v imM de N,N'—-bismaleimida -

indujio una actividad de 200%,
respacto al control. Este resultado podria sugerir que la
NyN"—Bismaleimida entrecruca diferentes grupos‘ j—‘SH .en ;_CF1 :.cuy‘ando
o re el cambioc conformacional por eper‘giiecién 1umiﬁo§a . del
tilacoide v que ademas N,N'-bismél eimiiﬁa . deté:ﬁa el :émbio
conformacional inducido por - ATP. . En el .:i'pr'vimeu‘-—

caso la bismaleimida

induce inhibicién de la a:tividéd -de -la Hg+z—ATPasa, mientras. que

enzima. Cambios

en el segundo caso el entrecruzamiento induce la activacion de la
conformacionales

diferentes en el CF’. Chan ‘: sido
sugeridos por Ryrie v Jagendorf (1971), quienés gyah}xavrah‘
diferencias en 1la incorporacion de aHzﬁ én CF; ‘de :ioéﬁpilast‘crs
energizadbs en presencia v én ausencia de - substratos 4
desacoplantes.

Gbsér;/:ese que ex fosfato (KH2PO s Sm) no

solo previno la

imhibicion: actividad Hg+z—ATPasa producida por las

% ";édemés condujo a un notable incremento de 1la
con respecto al control,

por ejemplo, con 1la

actividad, de 1a Mg >~ATPra

fue de 2417
en

presencia de fosfato
produjo:. sSlo proteccidén de la inhibicidn de ia actividad de la
'ﬂgd‘z;—‘A“l"P‘a‘saf- (Tabla 1IV), éste resultado es semejante al efecto que
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produic el /T ="

i la !“-_~+2~—ATF'a=3a inducida por
maleimidas.

En general las mexclas de ADP+PLI v maleimidas condujeron a
velocidades hidroliticas ligeramente mayor;S que las promovidas
por laz mexclas de maleimidas vy ADP, pero son marcadamante menores
que las obtenidas par las maleimidas en presencia de i s=ola
{Tabla V3. La inhibicion de la actividad de 1la Hg+z—ATPasa de
cloroplastos prodgucida Ppor NERM, N—-fenilmaleimida, N,N'—bismaleimi—
[= 2= trimetilenbismnaleimida ¥ tetrametilenbismaleimida -Fue o
prevenida por la presencia de la mezcla ADP+PI mM, 3_@!'1) . en Tel
medio (Tabla IV, En el caso de 1la Aal ’

clorometilmaleimida
de ADP+PLI provocd un

incremento en la

inhibicisen de
de 1l1a Hg+z-—ATF'asa de 1% a 23.8%, éste
producida por el ADP ‘

umﬁ), en
ruclestido-clorometilmaleimida la - inhib
anterior nos” indica qQue 1(55
fosfato

no sar aditivos

Y

mezclan.

La adicion de

~3mﬁ) durante el
marcalje N de .lcs : ' fenilmaleimida,
clorometilmaleimida :‘ inhibicion de la
a«:tivfdad 'da la"‘ Mg yen algunos casos también
incrementd

considerablemente Cactividad

. enzimaticax La
inhibicisn Ng*z-—BTF’asa producida por la
(&S no fue
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prevenida totalmente (TJ0.2Y%) por la presernci=s de la mescla ATFE+-FiL
Nuevamente en <¢sta serie de ensayos observamos Que -~ los etftectos
del mnucleostido ETPY vy el Pi rno  Fueseron aditivos vy los  incrementos
en 1a actividcad catalitica producidos por las mezclas de Pi

con
maleimidas aparsntemente son innibidos parcialmente por el
rnucledtido.

EL “‘osfato v el ADP son productos de 1a hidriélisis del ATP,
pero cuando la enzima cataliza 1la sintesis del ATP . el -’{oé#atn v el

abDr son los substratos del compleio H+—ATPa5a- g En . éste trabajo
observamos que los productos de la ‘Mg+z—ATPasa‘. ‘causan:; proteccion

de la inhibicion de 1la actividad de 1la 'Hg+z—7Af asa

=3 clnfbi:lastos
de chicharo

inducido por maleimicdas

proteccion parcial del efecto . inhibitorio’ las’ maleimidas;
notandose una proteccién total - soin: NN —-bismaleimida
T '

abhla V. En ia rﬁismé Tabla se'  observa’ "'q\;ie»-:_el‘ desacoplante en

presencia de féﬁﬂm#leimida, t;‘imetilenbismaleimida v
tetrametilenbismaleimida no caussd h;ingurya ‘pr-éjt:ex:t:ién, va que las

velocidades son semejantes a las de  los controles con maleimidas.

Ademas, se observdée que la clorometilmaleimida : en presencia del

NH‘CI indujo  una mayor inhibicion, de 1a actividad de la

lﬂg+z—ATPasa, de 0% respecto al control  con maleimida a &7.2% en

presencia de maleimida v desacoplante. Estos resultados [=Y=% 2%
opuestos a lo reportado por McCarty v Fagan Q973 vy Weiss v’
tcCarty 1S77> respecto a ia

protecciéon de ia inhibicion por
desacocplantes cuando la intidibici on de 1la fotofosforilacién es
srinducida s Ypor maleimidas : monofuncionales o bifuncionales. .- . Nuestros
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resultados sugisren que al cesenergizarse la membrana fok=3 %
tilacoide por etecto del desacoplante, podrian incducirse cambios
conformacicnales que exponen grupos —-SH de las subunidades de C,F1

gue noraalmEnte no estan 2xpuestos en la iuz o en la obscuridad vy

que resultan muy accesibles a la clorometilmaleimida, la cual
induce una mavor imhibicicon gue en ausencia del desacoplante.
Es interesante destacar el comportamiento de algunas

maleimidas cuando se ensavaron en presencia de nucledtidos, Pi1 o©
desacoplante. De los compuestos ensayados, la clorometilmaleimida

es la gqgue tiene menor distancia entre sus centros reactivos ((S.5A,
TablaD. Se observo una fuerte tendencia al incremento de la

inhibicidén en presencia de ADP, ADP+Pi v desacoplante con esta

maleimida pér-o no con ATF.

Los nucledtidos, fosfato vy desacoplante eliminaron totalmente

la inhibicién de la actividad de 1la Mg+z—ﬁTPasa inducida - por la
N,N‘-—Biét_naleimida, avun cuando [=2-%-% imhibicion fue la 'més po*&ente
0%

uHmé.x s0x, Tabla paas) de

entre las 12 -,maieimidas ensayadas. La

distancia entre centros reactivos de la N,N'—bismaleimida es de

S.5A v es mayor gue la de 1la clorometilmaleimida (S.SA). Los

resultados sugieren qgque en ‘ausencia  de nucledétidos v desacoplante

ia Ny,N'—bismaleimida esta reaccionando con grupos —SH que
probablemente son imnaccesibles a la accidén de la
clorometilmaleimida y que  éstos grupos —SH se encuentran a una

distancia mayor de 3I.55 vy probablemente muy cercana a S.S A El

desacoplante, las nucledtidos, el

fosfato v sus mezclas no solo

ewvitaron .. la inhibicion. . .por la N,N‘—bismaleimida, sino que, ademas




promovieron en todos los casos, incremsnito en la activicdad de a

+ 2z - . - . - P
Mg "T—ATFrassa unida al tilacoide. Los incrementos 20 la actividad

hiarolitics mas importantes, promovidos por asta maleimida, se
produjerorn en presencia de ATPF. o Pi, 200% y 241%, respectivamente

(Tabla IV).

ri =21 ADP ni el desa:éplante - revirtieron totalmente 1la
inmhibicion de la actividad ‘de’ . 1a Hg+z-—ATPasa inducida por 1la
trimetilenbismaleimida que tighei ~8.SAV_ de distancia entre centros
reactivos y que resulta’ mayorque '~,‘1'a :j‘~de la clorometilmaleimida vy

la N,N'—bismaleimida. Unicamente e présen:ia de ATP o Pi se

prewvinoc la inhibicion al -100% i (Tabla TIV), lo que podria sugerir
gue el ATFP y Pi, pero no’ el ADFP Nl ely" desacoplante, protegen los

grupos —SH que bloguea la’ trimetil'ei;bisn;aléimida.

tLos centros reactivos ‘de - la tetrametilenbismaleimida estan
entre .51 a. una distancia de . ‘?.t2 Ay es la bismaleimida con mayor
diatancia entre centros reactivos de entre todas las utilizadas en
éeste trabajo. ta inhibicidn de.  la actividad de la Mg+2—ATF’asa
inducida por ésta maleimida ho fue ' totalmente revertida por el
desacoplante, nucleétidﬁs’ o sus mezclas con Pi (tabla IV, ademas
en la presencia de ATPfPi o, desacéplante se increments la
inhibicion. ’

tos resultados pre_éenj&édbs en’ la Tébla IV, en relacién a las
maleimidas bi-Funt:iDnalre's’,* lsugiéren : ques aparentemente existe una
distancia critica (o un ‘coeficiente de reparto de 1la enzima, que

-es. -semejante al .de- las. bismaleimidas. o la . contribucién .. .de ambas
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sz} entre centros reactivos de 1la maleimida para que se dé&

vna proteccion ef=ctiva con los productos, substrato o

desacoplanrnte a 1a imhibicién de la actividad catalitica incucida

sor las maleimidas. La distancia entre los centros reasctivos, de

éstos compusstos entrecrucantes de 5.5 A (=3 cercanas a eésta,
P ’

aparentemente optimira la efectividad de los nucledtidos, Pi, sus

mezclas v desacoplante en ia prevencion de 1la ‘inhibicién.

Distancias menores .5 A o  mayores 8.5 Ay ?.2 A de los

compuestos entrecruzZantes | parecen disminuir ia susceptibilidad da=1

sistema a lia reversién de la inhibici&n. CAE m&as, distancias

menores o mavores ‘de 5.5 A en presencia’ . de  nucledtidos o

desacoplante parecen incrementar la inhibicion.

(5 MODIFICACION DE LA 'FDTDF’C‘!SF_ORiIV_A»CI_DN EN CLOROPLASTOS FPOR
MALEIMIDAS MONOFUNCIONALES Y BIFUNCIONALES. » )

En nuestra investigacion, 1a medicion de la actividad de la

ATP—sintetasa se inicié con la adicién - de  cloroplastos intactos a
un medio isotdnicamente menor al queb contiene a los cloroplastos

intactos, inducieéndose la ruptura  .de .los organelos simultdneamente

con la iluminacién, en ausencia de. :‘subétrata (ADP—-fFi) e incubando

=

por 1.5 minutos. La activacid , :"de_j la = ATP—sintetasa caon luz

saturante requiere de ‘sdélo :

segundcs para llegar a la

velocidad m&axima  del est'éclo Sin embargo se decidid

utilizar {1.Smin) que es el empleado para inducir 1la

-activacion de .1la .Hgtﬁ—vAIl?aws._a‘ ut_—xida Lial tilacoides. para tener las,
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mismas condicionas ce tiempo ce activac.ion en ambas actividades
enzimaticas. Despues del tiampo de activacion s adicicnaron las
maleimidaz solubilizadas en el mismo medio de ensayo y se continud
con 1la jluminacidn por Tiempos constantes o variables (segwu se
indica en las figuras), manteniendo e1 pH en 8. al Final de
ce

tiempo
marca je se adicionaron los substratos CLADF | dmM) v Pi (Bl
para 1la siNntesis de ATP, por incubacidén de la suspensidn de
tilacoides durante dos minutos tal como  se  indicéd en

MATERIALES -
METODOS. Las condiciones de activaciéon de la ATP—sintetasa [=]
incorporacion de lias maleimidaé § se “'realizd en condicones
semajantes & . : ' »

los ensa-ycs resﬁe:tivos E para. la - Hg+z

—ATFasa wunida a
tilacoides, con .1la Ffinalidad de facilitar 1a - interpretaciéen de 1los
resultados.

(5.1 Modificacionm de 1a fotofosforilacidn por maleimidas
monofuncionales Y bifuncionales en funcion del tiempo de

preincubac:ién en la luz.

Caon - el ai:jetc de determinar el tiempo dptimo de reaccidn de
las maleimidas @ monofuncionales con los tilacoides Y evaluar su
efecto en la sintesis del ATP, se- variaron los tiempos de
preincubacién con las  maleimidas

¥ . los resultados encontrados de

la sintesis del . ATP en_ el  transcurso

a diferentes
tiempos de

preincubacién . : ode T con algunag
maleimidas se muestra. en  la ,’figurfa La 1—H—pirrol—2,5—diona
(O.SmM  prodojo - inhibicién | creciemte de’ ‘la. sintesis de ATP  en

funcidén- del tiempo-ﬂdedreaiéci‘én .:,.ae, -la maleimida.: -Las«diferencias .de
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Fig. 8. - Inhibic:ién de lrar fotofosforilacitn

en cloroplastos
maleimidas

por

mqno&un:icnéles en funcién del tie:ﬁpo se sintesis del
ATP.. . Una  alicucic de  ecloroplastos imtactes 30 g de clorofileos se
adicionaron o 3» mt de medic con ta siguiente eompcstctém sorbitol
1O00OMM, Mgclz 1met, KCcu 100 MM, metil violGgeno so M k4 Triciva 1I1mM™M a
FHB. ‘ So preiiumtncroh. con agitacidn durante 1.5 min, enseguida s
cdiciornd [(=5) la 1-H-pirrol—-2z,5—diona (O, SmMY o [4=5] fernitmaleimida
(O .. SM)Y solubilizades or el mismo medic > se !t_lcoﬂl,i.nué con 1o
Nluminocidn Por tiempos diferente tontre o.s mih' Vy b min, después
de tramscurride ese tiempo s’e adicionaron el ADP y el L CLMMIZ M)
v se evalud la wvelocidad de sintesis del ATP como se imndicd on
MATERIALES ks METODOS. L.os resultados Bse pPresentan ’ como HMoles de
ATPproducido mg?—x' » c‘.’or"ofi.lﬂ (acumulacidn de ATP en et 1iempo? on
fn;af#ci,én ] del : tiofnpo‘ " de - fotofosforilaci®n. Ccada 'fqmtlic de rectas
corréspohao, o odvemés‘ ;‘ AQL control, o tiempos crecientesn de
i.lumi.nc:‘:'\,éh 3 de Los 3 ’ élctopLagtos eon presencia de Las mateimidas a

concentraciones constantes (O. 5 mM).




inhibicitn encontradas para la sintesis del ATP antre 1 y 8 min no
fueron grandes, yva que, solo wvarié de i3 a 4 ptioles ATFPproducido
mg~ * clorofila (Cespueées de 2 min de hidrélisis) {Fig. 8—A). un
efecto mavor en la inhibiciéon ¢é b

la Ffotofosforilacién se observd
con i1a fanilmaleimida | (Fig. s—Bay, va | que, l1a inhibicion se
incremento notablemente.:. . .con, el . tiempo de

preincubacidn. s La
inhibiciéon  de ia’ s{ntésié o dei 2 . ATR ﬁroduc:‘da por 1la fenilmaleimida

=

es casi total [con. una Ny concentracién de ©.5mM  de maleimida Yy S min

de preincuba:ién- "‘

El  efecto

~del: tiempo: de v,PrﬁfVEicuba'civén de la NEM, metilol—

maleimida iy rc véi;anilmal'e;imi!:ia;; en . la actividad de la
ATP—sinté‘té;a o r-esulto = 'sémejan;#é Vf' a,:i »ic:n : V’."d‘_e‘_"sr:rito vpar-a ia 1—-H—

pir‘rol-—z.,tsﬂ-;‘;l;ivcv:ihé,r 'pcnv'" lo 5 se presentan las curvas obtenidas

para’ ;"fé«;;-.‘;t'as' maleimidas. 1 ‘ti:'evn;pns Gptimos de inhibiéién

de 1la fotofosforilacion (tso:i_i par—a " las . maleimidas

monofuncionales
se repotaron en la Tabla II.

En la +Figura 9 A—-B se present;n “los . resultados obtenidos con
algunos tiempos de preincubatién ; ‘de . maleimidas bifuncionales con
los cloroplastos en lé>“,1|;;-?' y su ‘efecto  en la  sintesis de ATP.

Tiempaos cortos (SO ’pr;eiluminéc:ién de los claroplastos en
presencia de ‘Q-Smﬂ’ : clorometilmaleimida, incrementaron la
sintesis de ATP.:.respecto’ al  control de manera no lineal, por lo

que, después de':‘,’4’»"miﬁjla sintesis de ATP es eguivalente a 1la del

control (Fig.  9—Ad Sin embargo, &

min " de preiluminacidn
produieron una notable inhibicidn de la fotofosforilacio v la
inhibicién.. se - hace 1lineal respecto al. tiempo

de _sintesis. del  ATP.
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Fig. 9. 1Inhibicitn . de la fotafost

nrilacxén cen cloroplastos por
bismaleimidas  en  fumcidh del = t:.ernpo de 5§qtésis del’ ATP.  Los
ensoyos =e ‘ v'rau\,iza.”rovj on : T laws cqr}dleioﬁ;s i de_scriti.;.g para 1a Fig. a.
cad= {amiltia de- curvas corr’eg"pcﬁdaﬂ‘ déerr;as : o deL corfLroL. a tiempos
crec‘\.entgs de LtuminaciOn tentre . 5 rm.n Y S T mim) de los

© cleroplastos en Presencia’ de: kA) clorometilmaleimida o. SmM o
etilenbismaleimida ©. ImM. :

ED



£n  1la figura F-5

s& muesstran los re=ultsdos certenzoientes = la
etilenbismaleimicds, se obs=rvo aque la fotofo=sforilacidm e inhiti o
en funcidn cal Tiempo [-1= preincubacidén de= los cloroplastos con
esta bismaleimida.

Los resultados dz los ensayos correspondientes =21 efecto del
tiempo de preincubacion de los cloroplastos en lia 1luz con la
N, N'-bismaleimica,

eter, trimetilenbismaleimida,

tismaleimida v tetrametilenbismaleimida

presentaron efectos semejantes a
clorometilmaleimida o a

etilenbismaleimida (Fig. 9 A-B).  ios
tiempo (tEoi.)

maleimidas se

de preiluminaciéon de

minutos, con excepciéon de . 1a

eéestos tiempos resultaron mayores gue
1a Mg ?-ATFasa (Tabla I, con

la trimetilenbismaleimida, Y la

divergencia en tiempos de exposicién

la modificaciéon quimica Ppor

cloroplastos es mas sensible para

sintesis del ATP vy sugiere gque una
o bifuncionai, esta detectando

maleimidas estan expuestos a

diferentes.

dihidroxietilenbismaleimida,

ismaleimidometileter,

. . Y
muestran en la  Tabla ‘Il’.{"

1-H-pirrol—2,5—dionalque

diferencia

tetrametilenbismaleimida.
a las

maleimidas

misma

ccnfc_rmacioneé .
compleio H+—ATPasa en donde los grupos

distancias

bismaleimidometil—

trimetilen—

no se muestran, ya qua,
las presentadas

para la

correspondientes a la
resultados

encontrados cel

los cloroplastos
e optuwvieron

los ¢
Soi

con
Is Va Lo,
varian entre S5 vy &

las
se

fue manor),

los reqgueridos para inhibicr

de hasta S minutos para

Esta

maleimidas muestra que

al comple 3o H+—ATPa-.—:,a de

la hidrélisis que pPara la

maleimida, monofuncional

diferentes del

—8H a  los que se unen las

v/o medio ambiante




CA)

metilolmaleinmicc

v
‘\_r\
~

o curquibidroxifenil-
el maleimida
N2, =
S fenilmaleimida
-1 =
(B

trimetilenbis-
waaimidﬂ
=3

“ore
~
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: AN
A
~
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NN, N-bismaleimida
N .
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Fig. 10 Determinaci®n de los +tiempos ©Optimos de inhibicidn de 1la
fotofosforilacién

en cloroplastos por (€2 ] maleimidas
monofuncionales v (B)  bismaleimidas. Las condiciones de ersayo =on
semejantes a las descritas or lcs figuras 8 v . ros valores
corresponden al % de te velocidad de fotefosforilacion de lo=
cloroplastios tratcdos con maleimidas respecto al contirol en

funcidn del (iempo de marcaje.




welss v Melarty (A=TF73 reportaron gque la maleimida
bifuncionsl o-fenilencimaleimica OF LM, irreversiblemesnte
1z Fotofosforilacide en  til lavados de cloroplastos= rotos
de espinacas, concentraciones

menores de 100nM,

la OCFDM con

incubados por 1.5
min de reaccion de el t:lcn—o{:lasto, por lo que Fue,
aproximadamente S00 veces mas efectiva qgque la NEM. Debiendo ser
iluminados los tilacoides en presencia de ese reactivo antes del
2nsayo de la fotofosforilaciéon. Ademas, la  OPDM . indujo aceleraciéen
en &1 trasporte de elsctrones vy abati6~la ‘bomba  de protonas, por
1o que fue caracterizada como desaccplénﬁe, a diferencia de

la NEM
que es un inhibidor de 1a transfé‘rencia de energia {Moroney et ai,
1982, o

Considerando esos. resultados, | en’ ,_éste trabajo realizamos
ensayos con las bismaléimiavésy_”en s un r‘ango de concentracidn de S
a 20uM, vy ot

observ (-3 que las

maleimidas
bifuncionales,

dzhzdrc»’xet:.lenb:smalexmxda, a
con:entrazinnés E 1a fotofosforilacion

con
respecto al

oSptimo menor de

inhibicion v
t:c:nc:entr‘ac:lénes

como la N,N'—bismaleimida

) , i Y
tr—xmetxlenbzsmalexmzda. T i . 3 ’

La disminucion @ de la  velocidad de inhibicién de 1la sintesis
de ATFP por cancantrat:lones de SguM respecto a. la obtenxda con Q.SmM
de maleimidas blfuncxonales podria explicarse, pr’obablemente, comg
un efecto de "dilucidon” del

compuesto, vya ,que" en este

trabajo se
utilizaron cloroplastos intactos que poseén -una elevada cantidad
- de proteinas estromales.. . .que . .se ponen .en. . contacto con las
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maleimidas gurante el ensayo Y prooablemente

reaccionan con los
—SH Ge e=Tmas proteinas. FPara determinar el efecto de las
maleimidascs en 1la actividad de ia Hg+z—i-‘lTPasa unida a membranas
tilacoides se eligieromn concentraciones en &1 rango de. O a 1imi, vya

que, fueron las concentraciones a

las cuales se destectaron medor

los efectos ce las bismaleimidas en la fotofosforilacidn.

S.2) Efecto de - ‘ 1a concentracién - de maleimidas

monofuncionales vy bifuncionales en-la fotofosforiilacion.

En la - +1gur‘a a4 e présénta L el

efecto . de concentraciones

crecientes “monofuncionales en la . sintesis ' de

ATP.  por el v compie_‘fé" : CF

14 m mbrana :dei tilacoide de

clorqpié.éfas.’» La

maleimidametilol 1a. . ¥ carboxi—
hidfdﬁ¥eﬁ§1haléimida L and ‘_" en . forma
lineal;b Tla’ ‘i‘nhibicién =e entracién’ de

dos efectos di%erentéé
respectivamente,i  co
inhibicidn de

imM. - De. ilas

fenilmaleimida

éamﬁsuéstb que:‘-r “inhibid: _v106'/. la sintesis

de - ATP. ‘a- ctivacién de la -Fo_t_o-#ois-?oqr-ilat:ién por 1la
1—H—pirrol—2,5—diona v o1a fenilmaleimida ‘podria sugerir ia
modificacidén de grupos  —SH diferentes a los que modifican las

otras maleimidas monofuncionales ensayadas y qQue con el aumento de
la concentracién bloguean adicionalmente

.otros. grupos ..—SH, .- ya .que
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=& produce inhibicidn.

ta inhibicion masima de la activicSago de la ATFR-sintetasa

(IS 5 > dimducida por las maleimidas monofuncionales se muestra en
m x

la Tabla I1i. Se observo un rango amplio de inhibicidn, wvalores de

SO
ISrr.éx de entrea Z0% v 100%. Sin embargos, la si
(concentracién de maleimida requerida para producir el S0¥% de

la
masxima inhibicién producida por la maleimida en 1la  actividad de 1la

ATP—sintetasa)

para éstas maleimidas no presenta diferen_cias
notables, pugsto gue todacs SOon cercanas a O 4mM {Tabla  IID. ‘=1
orden de inhibicion [=1=3 la fotofosforilacion para las naiéi@idas
monofuncionales en funcidn de su Is:—nax Ve\s el - - si.gui'é.nt‘é:
fenilmaleimida (1O0D > carboxihidroxifenilmaleimida (451)' . "_>

. NEM
(ES7) > metilolmaleimida (Z3X) > i1-—H-pirrol—2,5S—-diona (20%).

A continuacion analizaremos el efecto del incremento . en la.
concentracion de las

maleimidas bifuncionales en 1a

la ATP—sintetasa unida a la membrana del tilat:aide,‘-”

{4—-A) la

Y

dibhidroxietilenbismaleimida (Fig.
efectos en la sintesis del ATP. 19 :oncentr‘a:iéﬁ

. o _ . P 7
la activaron Y% 27 concentraciones '’ mavores

‘la’’ inhibieron. La

activacién de la fotofosforilacién b‘iﬁducida f'pcn'r"v éstas maleimidas

fue de 104 vy 3J04L respecto. al cun‘l;.roi, 'Feépectivamente (Fig. 4-A vy

&6-D). En cambio, la. I_ ) . (Tabla IID ‘para. éstas dos maleimidas

bifuncionales fue mMuy semejante, aproximadamente SO%.

El dncremento en 1la

concentracisén  de trimetilembismaleimida vy

101




condigo a la inhibicidén de la

v £5—C) en el orden ce 0% Y Z4a%,

respectivamente,

L1

comncentracionas manores ce O.2mM.
Concentracionas mayores de cualguiera de &stas dos maleimidas no

ancrementaron la inhibicidn de la actividad de la ATP—sintetasa.

En la Tabla 111 se presentan los  valores de maxima - imhibici &n

de la fotofosfotilacion I > proaucidos por las

maleimidas
sSméx

bifuncionales. Los datos Ffueron obtenidos de las figuras 4, &6 y 7.
El orden decreci=nte de inhibicidn de la fotofosforilacion por

las maleimidas bifumnciomnales en Ffunciéon de  sus wvalores de 1

Sméax es
el siguiente: N,N‘—bismaleimida 1007 ) > etilenbismaleimida
89.4%) > clorometilmaleimida v dihidroxietilenbismaleimida (SO%)
> bismaleimidometileter (& 22 A ] > ftlritlnye_t':i».ierj‘bismaleimida (ZOX) v
tetrametilenbismaleimida (24870). : ol 5

se ocbservdé una

correlacién directa entre las-” v los o centros. reactivos

de las bismaleimidas  y 1la 1nh1|:t1¢:1 =53 ia’ -Fotofos-?orila:i SNy se

ve que las bismaleimidas con :adena 3 :entr‘al " mas ' hidrofsébica
produceh menor inhibici&n de . ‘._la -Fotoﬁ::s-For:la:xén- Aparentemente,

ia 1nh1bz¢:16n . dxsmlnuyé a' ’rﬁedida que el numero de ‘Atomos de

c:ar'bono 1n¢:r'ementa en la cadena . centr—al de las bismaleimidas.

A so X - . -
Csﬂi para ,1a~, tr-:.metxlenb

ta ‘mé.leimida - v para la

tetra’metilenbismaleﬁmidé - . resultaron

. pequeﬁas- Q.004mM v

O. Odlmﬁ," respectxvamente, i ,para las otras . maleimidas

b:.-Func:.onaleS los valores de ueron  aproximadamente O0.SmM con

excepclén ' de ' la b;smalexm:dometxleter cuya C:? fue O.5mM (Tabila

IID.

e
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(&) EFECTOD D& LA NN —DIMETILFORMAMIDA - (DMP) EN ALGUNAS

ACTIVIDADES . FOTOSINTETICAS DE CLOROPLASTOS DE PLANTAS DE CHICHARO.

{(&.1) Inhibicidn de la fotofosforilacion, reacciones de

intercambioc Pi—ATP v Hg+2—ATPasa por DMF.

En la Figura i1 ;se

muestra la inhi!i:iv:ién de la
fotofosforilacion, el i‘pterca"pbin Pi—aTe v A_}a ac:';ividad de la
Mg+z—ATF’asa por DHF. Concentraciones bajas de DmMF imhibieron
drasticamente QO0LY la reaccién de intercam!?ic < Pi—ATP: v la

sintesis de ATP; 1S% 'y 8% del solvente, respectivamente. FPor - otro
lado, l1la actividad de 1la Mg+z—ATF'asa fue inhibida parcialmente  por

la DmMF, ya que con . 3I2% . de DMF, 1la inhibicidn Ffue scﬁg‘v ‘dAel '69:4-'

Asi, pareceria  que: la ﬂ.!:)MF actua como un :i.nhi_bidor diferen:iéi de
la transferencia. de energia. .

(6.2) Efecto de la DMF en la bomba de H'-

Los cloroplastos puedan efectuar una | captacién. de protones
dependiente de luz vy generado pPor el +transporte de electrones,
pr’Ddut:iéndDSE una alcalinizacion del medio . aQue sirve para
monitorear el . cambio . ,,‘delu‘.,'pH e @RtErno. | (en -, ausencia | de @ un
amortiguador en: el  ‘medio’: ‘con cloroplastos). Este - fendtmeno se

B + - .
conoce como bomba -de 'H.. . Como .se.muestra en la figura 1 y 12,

-DMF.. no.. tuvo - efecto .en-el dncremento - del pH externo (o bomba de
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BOMBA DE H”
/= —L=

[
7

~
w
!

Mg**-ATPasa

504 A
~ AREACCION DE
AN INTERCAMBIO
QL \Pi-ATP
B .

Actividad % de! cpntrol

N
(4]
1
/2""'
)
- .
.

(o]
\\o SINTESIS . .
DE-ATP ©
) Y fe) ‘ .
~ BN S
. o 2———A oo
T T U g T ‘ L ) T
o] 10 o e 20 ) . 30
[N, N-dimetilformamidal A
Fig. 11 Efecto de la ‘ DMF ‘en el consumo de Ty 2

. Mg —ATPasa;
sintesis de ATP Y. re_yac:ién' de intercambio Pi—-ATP. Loz condiciones

de ensoye fueron descrilas en MATERIALES ¥ METODOS.
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Fig. 12 Medicidn paralela del .consumo de protones por

membran:as
tilacoides en ausencia v en presencia de, DMF. Una suspernsidn de
cloroplastos 30 Hg de clorofiley - .5§ 'vg;ilizé L pare ;l ernsays de lea
bom\-;\c de protones, como =e indicd ; on ’”MA;"E)‘QIALES k4 METODOS, en
ausencia de DMF tcontroly o o presencia | . de s de DMF. Otro lote
de cloroplastos == tavd cén Neacl ) 1OmM y " se di.l;uyé con EDTA O. ?73mMM
pH 75 para = terer une coﬂc.ntrcciér’ﬁv ”-'fi.:nayl de clorefile de =so
g mi, despuds de 1OTDin - de agitacidn » - isec se centrifug®d £-1
a3 oooxg ¥ ET-17-9 se etimind el sobrenadante v el procipiledo fue
wutilizado eon el en=ayo de ta bomba de prolones. en cusencic v -r

presencia de ©% de DMF (RECUADRO).




m oy ores c=
a actividad d=2 lia Ng" —ATFasa o 100%
fotofo=s+fori: i tos resultazoos Podrian indicar que la DAF noe
interactua con el canal de H+, o que, de nacerio no modifica 1la
capacidad d=l canal para

la &ntrada y saslida libre de protones.

Efectos semeljantes a los obitznidos con la DRMFE
+

en l1la bomba de
2] fan =sido reportados por a1 tratamiento de tilacoides
aigunos inhibidores de la. transferencia de energia, como  1la NEM
(McCarty et al 1972), Dio—9  (McCarty et al 19&85), DCCD (McCarty vy

Racker 19567) y el antisuero contra CF1 Mcarty v Racker 12&66).

En la Ffigura 12 se observa que .la  DMF no atectd la constante

de velocidad de primer orden para’ el incremento del pH esxterno de

ios tilacoides  cuando =se uum:u-uaron, 51 ,pag‘-ab 1a salida de H del
tilacoide al medio, prodqéd# L POT ':‘:iesener»g‘iza:ién de ia membrana
en la cbhscuridad). - Si : ia ) DMF efe:éuéra alguna - interaccidén
especifica con ia mé@nbrah; dei tilacoi.de',‘ de tal manera que,

modificara su permeabilidad a protones,

podria esperarse que la
DMF actuara como los desacoplantes, =batiendo la bomba de H+. Sin
embargo, aunqué inhibi & totalm;nte la sintesis de ATF no modifico
en abscl;.xto la bomba de H' Por 1lo tanto,  los resultados de 1la

-~ S .
bomba de H sugieren que la DMF no actua ) como desacoplante en los

cloroplastos, sino como

inhibidor de

tr'yé(',s'{ér‘en::ia de energia.
AdemAis, inhibe 1= sintesis de

ATP, - n;t‘ely—v::ar'nbio Pi—ATP y s=dlp
inhibe parcialmente 1la activid‘a\dv : i ﬁ§+z—ATPasa. Se podria
predecir ademas, que el tr—an;_-'-‘p';:ir“:t"é dé L electrones se inhibe

- paralelamente con la sintesis del }—\TP.-‘H
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La caida en la velocidad &2 sintesis da ATP por 1la
DMF podria debsrse a que e1 =olvente crganico tapara =21 canal de
protones del ilacoide, &n una forma

semejante & comc lo hace la
N ~diciclifherilcarbidiimida (DCCDH en bacteria, mitocondrias v
cloroplastos Mclarty v Racker, 194673, Tambieen, (=1 bien sabido que
los cloroplastos depletados de Cl’-’1 por iluminacion no a2lcalinizan
el medic externo en el qus=

2 se encuentran los <+tilacoides, debido . a
-
la fuga de H

por CFQ que een esas condiciones representa un canal
c?e H+ "destapado”. Por 1o QUIE, a continuacidn se procedid a
claoroplastos depletados de CFi para obsarwvar el efecto de
la DHMF en la posible regensracidon de la

pomba de H'. La Fig. 12
Grecudro) sugiere que la DMF no tapa el canal de protones
que, concentraciones

(CF'O) va
diferentes de e&ésta compuesto nO regeneraron
la bomba de H+

en los tilacoides depletados de CF$ a  diferencia de

coms lo hace la DCCD. Rdtese

que el trazo correspondiente a
cloroplastos depletados de CZF‘1 v *tratados con DMF fue

control (Fig. 122,

los

igual al " del
recuadraol.

(&.3) Revarsiéon del efecto de la DMF en la fotofosfarilacion.

Aunque sS£ conocen muchos  detalles acerca de la estructura vy
propiedades

funcionales de las ATPasas, aun estan abiertas
preguntas fundamentales en; relacién’ral- mecanismo de transduccidn de

enargia Y sSu

regulacién. "FL'clysv inhibidores de

las ATPasas
herramientas utiles que contribuyen. al

SOon

estudio de algunos de los
pasos parciales de la Cader’la,_‘”de“ reacciones que integran al proceso
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C= transsuccion j=1=1 EnErcls

W

=u regulacidon. = e la
covalente ce ia diciclonexzlcarood:iimi

resccidn

b
o8
]
n
0
J

los
polipeptidos ce la JFraccién F 2lucidaron la s:1gnifTicancia de esa
fraccion en ia tramslocacion [=2=] protonas identificancose, ademas,
una e las subunidades

integrantes del canal ((McChlArty v Racker,
12&67). Por ctra parte, se conocen una gran wvariadad a2 compuestos
que reaccionan con la fraccién F‘, como 1a Florizina

{(izawa et al,
19647, Dioc—% {(ricCarty et &, 1965, maleimicas McCarty v Fagan,
19733, que son inhibidores de la H+—ATPasa de cloroplastos,
actuando como inhibidores de la transduccidn des energia o como
desacoplantes, en el caso de las bismaleimidas que se unen
covalentemente a algunas de las subunidades de CF . Waiss v
HicCarty, 1977).

El efecto de los inhibidores puede ser promovido
por difentes tipos de interacciones

que modifigquen el gradignte de
H+ tramnsmambranal, el eé.iadé sredox - de garupos -FQnt:ionales, el
microambiente en los si.rtinys‘b L :c:a;.ali."'tir_"os " ‘q ‘r'ebgulatrnr'ios de
nucledtidos (tlinkov vy Strotﬁénn, 198‘?). - Las '4:@gdi¥icadgnes por los
inhibidores puedem ser ; co al‘ ™ }os residuos de los
aminocacidos de ia g de ‘1a membrana, por

ar enzima, por liberacien

rinteraccion

de alguna subunidad

directa con los
substratos.

Con la ,?iﬁa#iﬂéd : de de'fte;"minra/r{ =i ‘el efecto. de “la DMF en - la
fotofosforilacien,

permaneﬁte. 'deb:'i'.do‘r a su qhién‘ t':avalen‘te, Q
por inddc;rv_ V:Ltraer‘-rarcgrén" de ‘algbunra‘ s;;ﬁunidéd del ;Dmlﬁieso CFO—CF
de los clcroplastos, E;yéi>;‘di$e?,$6 ‘el experimento descrito. en la Tabla
V.- Los: . .datos . indican l-gue la.  fotofosforilacién . se

recupera .. a
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la inhibici < de

la fotofosforilacian
producida po la N, —dimetilformamida. Se mislaron cloroplastos
intactos como e de=cribio en MATERIALES ~" METODOS. Se incubo
1.Sman cajo condiciones de fotofosforilacion una alicuota d=
clorcpla=tos aque contesnia

SOug de ciorofila (Experimanto i,
como control) o 100 g de clorofila (Exparirerto ID, con o sin 15%
ce DMF. En &1 Experimento 11 1a suspension ce cloroplastos fue
F!iluida 1:11) con medio (sorbitol E50mM, EDTA 2mM, HgClz 1mt,
HEFES SOmM a pH 7.8 y centrifugada para eliminar el medio de
resuspensidn, &ésta operacién se repitid dos veces mas Yy sSe ensayo
la sintesis de ATP en '

los Experimentos I v Ii. [=n
completo se realizs

experimanto
tres vecas. La fotofosforilacion sa inicié
cuando la suspension de cloroplastos se ilumind con una la'mpara de
proyvector (Gaf 256560), después de pasar

el haz ‘ de luz a traves de
Scm de CuSD‘ al 1%,
Experimento DMF Actividad
15% - (4]
1 - . 750 100
+ [ o
i1 . - 607.5 100
-+ 595.4 <8
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valores csEn=isnites ES co—Trol co- Ttilacoaces cue
previamanta hezian =ido tratadcocs con 1S de DMF vy posteriormente
lavados corn medic lizre ©2 DMF. Lo gque do=mostireo gus la DrHiF no se

a =u s=itio (o sitiosY de interaccion gue Induce

la inhibicién d= is tramsducciéon de enargaa, ni promuesve ia

liberacidn de ninguna subunidad de la H+—ATF‘a5a o2l cloroplasto.

Como se indico en MATERIALES ¥ METODOS los ensayos de

fotofosforilaciodn se realizaron a partir de cloroplastos intactos

que s=2 rompieron oSurante la asctivacidén, por lo gue el contenido
total del estroma estaba

presente en el ensayo. La ausencia del

contenido estromal, como era de

esperarse, no modificd el efecto
de 1a DMF en la fotofosforilacién. o anterior s comprobd
evaluando la fotofosforilacion con o sinm DMF de membranas

tilacoides lavadas previamente dos veces con medio de resuspension

en condicionas hipoténicas. En éstas condiciones, se obtuvo una

curva igual a la mostrada en la Fig. 11 para la sintesis de ATF en

presencia de diferentes concentraciones de DMF.

(5.4) Efecto de. 1la DMF en el transporte de electrones basal,

fosforilante Y desacoplado de agua a matil violdgeno en
cloroplastos intactos lisados durante el ensayo.
La DMF inhibis parcialmente el transporte de electrones

basal, fosforilante  .y.. desacoplado de agua a metil violégeno en

CI-AL—-RE - La inhibici®n se incremantd con el aumento de la

concentracion. de . DMFE {(Fig. 13). _El  +transporte de electirones basal
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Fig. 13, Efecto de 1a DMFE en la reaccidn de Hill

{cadena
transportadora de electrones), Jde agga . a metilvidlogeno. Las=
condicwones de ensayoc se describiéfén, ) en MJV\‘!"ERIALES‘ L4 METODOS. cada
oxperimento e invcid cuando . lc mezclé_ de ,‘rejc_cc\’én ce lumind con
una l1tAmpara de proyectdx; " '(g‘uf zocso:. pasundc B et haz luminoso
previamente a ch.v.és de una soluci®dn’ de ' t:us‘o"_ Cral as¢ con espe=zor de
Scm. Lass svre\.oci.du‘d-_-js del trahs;acrte : de eleétr;ﬁes parc B8l control,
expresadas er pmot de oxigeno mg-ide' clorofila K h-" fueron: basal
2z2a7, )

fosforilante <03 'y desacoplado 16, -
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fu2 2! mas aTectaco, Y& gqgus se inhibidg 8CYW respecto al control en
la presencia de &7, (=} mas de DMF. El transporte ce =lectrones
-
fosforilante fue inhibido solo &%% a

cConcentraciones mayores que
las requeridcas para la inhibicion d=1 transporte basal (1s% de
DMF), =1 ef=cto de la DMF observado en el transporte de electrones
fosforilante sugiere gque 1la DM~ podria estar actuando como un
inhibidor des la transferencia de energia, sungue, en presencia de

cloruro de amonio v DMF el transporte de electron=s basal fue

revertido parcielmente, lo que sugiere que la DMF aTtua como
inhibidor parcial cel fluioc de electrones. La inhibicién que se
ocbserva enn 21 transporte de electrones Fosforilante podria deberse
a que la DME innhibe parcialmante a nivel de CF1 a bajas
‘concentraciones.

Los resultados mostrados en las figuras 11 y 12 sugieren que
la DMF actua como un inhibidor de 1la +transferencia de energia al

igual que el Dio—< (McCarty et al, 1965, florizina (Izawa et al,

1966) v sintalina (Gross et al, 194680, Sin

embargo, el efecto en
el transporte de elctrones en presencia de cloruro de amonio
(Fig. 13), -‘sugiere que padria tener ademas un

efecto de inhibidor
parcial de la cadema +transportadora de electrones semejante al del

DCCD (Shoshan y Selman, 1980).

Debido a que la sintesis de ATP involucra 1la transformacidén
de la energia del A;_lH+ generado por la cadena transportadora de
elctrones, se considerd interesante estudiar si 1la inhibicion del
transporte de elctrones basal de agua a metilviolégeno por DMF se

protegia por substratos (ADP

v Pi) o producto AT de la
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H+—DTP=-_=.=. La figura 14 —4 muestra 21 efecto da ia DMmF en el
transporte de electranes basal, cuando se imncrementd la
concentracion de DMF hasta 1874 v en presencia [=] ausencia de Pi,
ADF o ATF. El1 =2fecto de 1la DM en el

transporte de electronas
basal en presencia de i o nucleééidos fue bif&sica. A
concentraciones menores Se 34 de DMF mas i o nucledtidos se
observd inhibicidn del Transporte de electrones basal, v fue
revertida al incrementar las concentraciones de DMF Y mantener

constantes las concentraciones de Pi o nucledtidos.

E1 transporte de

electrones fosforilante se evalude en el
mismo trazo, despueées de ensayado [=>% transporte de electrones
basal, por lo que, para completar los substrétos de ia
fotofosvorilacién se le adiciond ADP a la suspen‘siyén que va
contenia Pi v viceversa. Se observo que R la bHF ' en éstas
condiciones de ensayo inhibio- el . trans =1

electrones

+osforilante en menor grado que’  cuando

basal se habia realizado
previo a1 del trar;spbr%e
es de:ir, se r‘evirﬁ'&i& %

S 7' icic por DMF del
transporte ’ de élei:i:r%éhes > 15 ningdm caso  iguald
al control. )

S Con ‘el ‘objeto ae: _diiﬁr;idai— si la DMF inhibe el  transporte

de
elctrones, se a‘cy:li;iorjyé' NH‘Cl L (SmMy como ‘desacoplante (en la
suspensién de Clc‘ropiaé.;éo;s" con la qque se evalud el transporte de
electrones -Fos-Forilvaht’er,)v U de . - ésta manera es posible evaluar la
actividad de’ ia S : cadena' “transportadora de electrones
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Fig. 14.

Efecto de la DMF, ADP, Pi Y ATP en- la cadena
transportadora de elctrones. Lo= condiciones de enscyo se
describieron T en lo Fig. a3, CAY =1l transporte de electromnes ba=al
E2 oneawd en cu=encia = er pre=zencic de : | dif@rentes concenlrociongs
de DMF O—0O> vy ADP  1mM tA__A}, Pi 3’,"‘?'“ < O—; —;b 3. o) ATP . 2.2ZmM
¢C A — A 2. B> El Lransp§rte de e(ectr;ﬁés } fosfg:r{\.é.nte se evalud®
com cada ura de las suspensi®nes de cloroplosteu i.ndu:adc.s on CA>
adisionands al comtrol Pl » N ,, N ; p;rg c ‘tener una
concentracidn firal de AN v 3ImM :adicﬁong;w‘do ADP
(3mM) < la suspensi®m que wvya contenia | Pi Sy ey amMm e la

i=penzi®Gn que va contenia  ADP ¢ A————— A, [T=43 f:L tramnsportie
electrones desacoplado ae cuantificd con la Aaicién de NH‘CL ADMMD
Y la suspensi1On de cloroplasios que' ’contenicn on cA> sOlo DMF
(O———O 5 © ademéis de DMF: ADP (A A3 Pi. (@——@> o ATP <(A—-———-A>.
La velocidad del transporie de electrones pora lo= :lqroplca!.os
sin DMF, expresada en ttmoles de oxigenoc mg-1 clorofila n* fueron:
tA> 230, B SO0 ¥y (C) 1000.
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£rn la Figura 14—C se npuestran los resultados del transporte

ce elctronss desacopladco en presencia de diferentes
concentraciones ce DM y concentraciones fijas da Fi o nucledtidos
adicionadcos desde el ensayo d=l1 transporte de <lec

rones basal. Se

obs=rvo pocca o ninguna inhibicion del transporte de electrones

desacoplado a concentraciconss menores d=2 8% de DHMF en ausencia o

presencia de ATF, AZF o

Fi. Estos resultados padrian ‘indicar que
1a DIMF a bajas concentraciones actuda como inhibidor de la
transferencisas de energia en cloroplastos, al igual que el Dio—-<
GicCarty et al, 195655, florizina Qzawa et al, 192680 v sintalina
(Gross et al, 1258). Sinm embargo, cuando los nucledtidos

estuvieron presentes desde el inicioc del ensayo, concentraciones
mayores de 12% de DMF  inhibieron 100% el transporte de ela2ctrones

desacoplado. Es decir, utilizando desacoplante en presencia de
rnuclesdtidos o Fosfato Fue posible distinguirs la accidn de 1la DMF
como inhibidor de la transferencia de energia a bajas
concentraciones, éste efecto se protegié VL por 1la presencia de

rucledtidos o fosfato, en cambio 1l1la' inhibi:iéﬁ del +transporte de
electrones inducido por la DMF a mayores concentraciones fue
amplificada en la presencia de "los nucledétidos y el fosfato. Estos

resultados nuevamente sugieren que la DMF es un inhibidor del

transporte de electrones a concentraciones mayores de 10%Z. El
comportamiento de la DMF sobre la cadena trasportadora de
electrones contrasta con el del Dio—-9 (FicCarty, 1965), florizina

(Izawa et al, 1961 y Kaemiferol (Artzen vy Falkental, . 1974) 1los.

cuales no irhiben el transporte de electrones en | presencia : de
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M . =z smb 2 . =i crecto de la D en (=3 Er-vonTioT =
3 .
electronz=s bacal ¥y fo=sorilante es similar a lo encontrado para la

N —dicicloh

MMcTarty v Racker,1267).

Se ha regportado que ia Fiorizina (Iztaw= et &i, 19&5), a
concentraciones casas (=1 fostato, es un fuerte inhbipidor de la
fotocfo=forilacion cicliica v no ciciica. En relacion a ésto, se
ensavd 21 transporte de electrones basal, fosforilante
desacoplads en presencia de concantracicnes crecientes de Fi
concentracion SpTama (para la fotofosforilacien? v constamnte de
AanF (Imii. E1l tranzporte de electrornes basal en presencia ce Fi

fue wusado como control {(Fig. 15 A). Se mostro gque el transporte de

electrones basal © Jfue inhibido a concentraciones bajas de Pi

U.Smid v a concentraciones tajas de DMFE (3. Estas inhibicd en fue

revertidsa fuertamente por el incremento en la concentracion de i

(hastae &omii) v de DMFE {hasta 15%), vy ademas hubo un incremento de

cerce del 3TIO0UXL respecto al control en la velocidad del <+transporte

de electrones basal cuando estuvieron presentes concentraciones

de PFPi entre 7 y 8mM y 157 de DMF ((Fig. 15S—A). Sin embargo, el

transporte de elctrones fosforilante (Fig- 1S5S-8 se inhibidé con

diferentes concentracicones de Pi {(1.SmM—2mM) v DMF (SL—15%).

AunqQue, sSe notd una tendencia a la reversion de la inhibicién con

el incremento en la concentracién dal fosfato y  con 54 de DMF,

concentraciones mayares (57Z—-157) de DMFE b de fosfato - no
revirtieron la inhibiciéen del transporte de electrones
fosiorilante {(Fig. 1S—-E. El transporte de electrones desacoplado

tambiéen se inhibi o con diferentes concentraciones de Fi Y DMF

~(Fig. 15—-0C). Cuando se incrementd la concentracidén de DMF, esta
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Fig. 15. Efecto del  Pi y diferentes concentraciones de DMF en el

transporte de  electrones basal A, fosforilante <B) vy desacoplado

(Ch. Las coﬁdi.conegs de en=ayo fueron como ltes descritas en las
figura= a3 v 14, El tramnsporte de electrones basal se determind en
proesencia de i ) Y DM¥F como =e indica or la figura. El transporic
de eletrones fosforilente fue determinado después del basal v el

el troncporte desacoplado se determind® enseguide del fosforilante.




inhisicion Foe Total (a0 Ciirs tocas las
concentracionss ce ceambio, a

concentracicnEs menores

ynhibicidn al
incresentasrse la concentracion ds Pi.

El efecto f=1-=3 diferentes concentraciones cde ADF v DMF en la
velocidad g=1 transporte basal, fosforilante v decacopiado se
muestra en ia figura 186 A—C. S= encontro que la curva del

tramnsporte e elctronss obssal en presencia de hasta &% de DHF vy
diferentes concentraciones de ADP, es semejante & 1a del control,
pero l1a inhibicion del <+transporte de electron=ss basail con 127 de
DHF se revirtio con baias concentraciones de ADF

ligeramenise con Q.4mM d& ADP (Fig. 16—AY . Este dato

la DHF v 21 ADLF son antacdnicos 20 su acocidn.

~or otro ladao, se observo aqgue el

“ransporte de elctrones
fosforilante medido en presencia de &7 v 12% de DMF v
concentraciones crecientes de ADF presentd una tendencia a la

reversion de ila irhibicion inducida por ia DMF, la reversion fue

mayor conforme sSe aumentéd la concentracién de ADF de ©.4d a 0.8

mit v DMF (Fig. 16B). Sin embargo, 1la velocidad del +transporte de

electrones fosfarilante permanecio inhibido awmn con - 127 de DMFE
respecto a ia wvelocidad del +transporte de electrones fosforilante

en ausencia del solvente orcanico.

En 1la Ffigura 16—-C ce muestra el efecto de concentraciones
crecientes de ADP y DMF en el transporte de elctrones desacoplado.

La presencia de &7 de DMF no modificd la wvelocidad del transporte
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Fig. 1&.

velocidad del

Efecto del ADP  y diferentes concentraciones de DMF

en la

tfansporte de electrones A basal, (B) fosforilante
Y <« desacoplado. Las condiciones de ensayo fueron semejanties a
lLes descritas en las figuras 15 ¥y 16,
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drszrogrlado a bajsas concentraciones Se AR, pero
revirtio parcialments= ias inhibicion Ge éste transporte producica
por el ADF =n el control. Cuando s=2 autilizo 12% del solivente v ADE
entre Ty 1mi se inhibio totalmente el transporte de electrones
desacoplado. Nuevamente, e=tos resultados sugieran qQue 1a DiiF a
concentraciones bajas actla como inhibidor de la transferencia de
energia v a corncentraciones mayocres actda como inhibidor del
transporte de electrones.-

(6.5) Efecto de la DMF en los fotosistemas 1.y II.

Aunque los fotosistemas 1 vy 11

de la cadena transportadora de
elctrones interactdan cooperativamente para el mantenimiento de 1a

fotofosforilacion en cloroplastaos (Hill v Bendal, 1960, es
posible determinar l1a eficiencia de cada uno de ello=,
separ‘a’ndolos con la adicion de imhibidores especyrficos. De esta
manera, sSe planteo la posibilidad de determinar si la DMF afectaba

preferencialmente alguno de los dos Ffotosistemas. en la Fig. 17 se
presenta el efecto de diferentes concentraciones de DMF en el
transporte de electrones basal, Ffosforilante vy desacoplado de los
fotosistemas 1 y II. El <transporte de elctrones desacoplado del
fotosistema 11 fue mas sensible a la inhibici & LSOO que el
fotosiztema 1 (F0A) con &% de DMF, en cambioc el fotosistema 1x
practicamente no fue inhibido con 57 de DMF. Asi, podemos decir
quie ia DMF inhibe diferencialmente el flujo de electrones en los
dos fotosistemas, v que 1la irhibiciéon fue mas pronunciada a
concentracionas mayores del &%Z. E1

transporte de electrones basal
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1 ~ 11 se afecto ce manz=ra opuesta al
lado. tos resultados sugieren aue,

innhibe la cadena  trasportadora de elacirones
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Fige 17. Inhibicién del

transporte de electrones en los
fotosistemas I v 11 por PMF. T ~elocidad dsl tronsportle da
electromes basal, fosforitante ¥ desacoplado de 1oz fetosistemas
Ix A v x <B) en prezcenrncia de diferenies concentraciones de DMF
=c exprecsaron on 95 respecitoa us Propios comntroles. j 919 mezcla de
reaccion v 1o condicicrnes de ensayo sSe describieron en MATERIALES
Y METODOS. Los valores porc el transporie de elecirones ~ del
folosistema IXI, expre=ados en jsmoles de oxigenc -mg“x clorofila-r"?t
fueron tsim DMF: bo=al 103, fosforilante 212 v desacoplado = H
parc el fotosistema Xz basal 123, {fosforilante S12z > desacoplado
7za.
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CINETICA DE ACTIVACION Y DESACTIVACION DEL

COMFLEJO CFO—CF
Er CLOROPLASTOS.

i

la s asl ATF w2 la ooscurrl Sac no
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ocotivo” e 1l

& onzimae 2n l&a lusr. Estas diterencisz podrian
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que 13 sirrnteEsis > la midrélisis de ~TFE Y=t z—atalizadas
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GlF—-cingt activa ipara 1is sintesis del ATP) pero
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SAomive de 1la

enTims Sarse l1a- =intesis
de= ATF fue poceo eEnsiole al 1ncreamento en - concenti-aciéen el
producto e el mecio (Firg. $2-E; . &1 mernosz curante los crimeros 1=
I . miShtim8= oues [~ N =] las mlismas condiciones. ocero -en 1;
ocscuwricad. =) S0 hidroliticamente activo ae 1a&a gn=ima emﬁe:é
a inhibirse P mimn deo=pues de la acicidédn a=i ZUDETITATG. Estoz
rezultacocs =ugioerEn Ccuse 1=
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L&z conciciones gener adas aurante 1=s
=sintesis =] Fiz = o=l (=T I = = rtmhiblcidon mamida de la
T2 . JE. P -
1iga —#ifnsn DurenTeE tlumimaAacidn podrisa o

imcremento en

Oz DrocuTtos VALFE vy Fiuo=n el meds o . [=] El una
modificac: on &n el oH ciel Meds o . oerer &co por- lo= FroTtones
gdepositados &@n el enrterior Quwrante 1a Hidrdlaisis del ATE . Esto

wlitilimo st &ari

o reportaco o ramat=u—"Takaki

(178387 . aulern Sc=-e

li=ils del AT catTalizads por

v ern auZenci&a de Gaitioles

= al pH del mecic. = quec . un

disminuvo marcacamente la velocacesd d= haisrolaisis
—zc compimado del incremento en la concentracion ae
AL 5y &ciditdicaziodon del medico posria ser. tamolen. =1 swdtivo de la

imhioicidon de 1 MgTZ—HTPasa.

MODIFICACION QUIMICA DEL. COMPLEJO CFO—CF-'1 DE CLOROPLASTOS CON
MALEIMIDAS Y SU EFECTO EN LA ACTIVIDAD DE LA Mg+2—ATPasa Y LA
ATP—-sintetasa.
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L= :::tEracci1on o 4 om0 = N = eul Tihidrilo. T =L =2a] cF

1

3B S ZOOS LLinSo @ztd unido & 1a = - eV s cie, he
ampla aments Tugi &Ca (ihndreo v Yalleios. 157 Ketchan et

@l 1 “ et &al, 1%7Z: roronev et &l, 15F30: loroney et al .
1582 &l : N&larme vy roclarty. 194 Shahai . 1985
Yalliejos « Anodrec. 1570z Yall=ios [ al . 1977 . Aungue no se
conococe Con real de grupos sulshicarilo del

=100 wuTilizadcos P ar & incremerntar el

s complicags s=structura de 1 subunidades

cee la =nzimas v e =u mec anl smo (=%} cataiisi acopladgo a 1a&
Trarzs.ccio1on ce SrroTtones. [r-y-3 lamiTtantes resoecTo = 1la
eituzaidesid: oel nuneroc real o presenTtes en 1a
H —miFas = Zloroplasios €Om: 10, la= subuniocaoss > & v Ii,
Zi oo Zecusnciadaz. por lo aue rice se compoce con

=) se Sesconoce 1a

Sarn embarao, consideranado

upos de investigacores ~

ac2ptacas 9o oy Bs >» & &

arunos — =i por compleio

erca d= la&a sstequiometria

o= los [=2a] parte. melacionade =Y ioc=s
camo =1y el onrdado—reducido [=1= eso= . gue
ocuw ren dur snte 12 aftivaclidon de la AVFasa [=X=1at energiacidn del

cliorcpslasta =1 slumnarlo. La importarncia de lo= grupos
L - . L+ o
zulihidrilo presemntes en diferentes subunidadez de la H —ATFRFasa ha

guedasdo bien sstsblecida. Faor ejernploc. =@ ha szefal ado que 1’

lJa enzima latente contienz wun puente disulfuro




Tabla VI, CGNTENIDD APRLIXIMADD DE GRUFPOS SUL

hil

HIDRILO FOR mMOLECULA
DEL COMPLEJO CFD—CFI'
Subunidad . Contenido Estequiometria Origen Fuente
de tioles/
subunidad subun‘vi:‘i’a'd
a)
b
= 1 > : : = tr2oo Howe et al.
ize2.
fes 1 put =S espinaca | Zurawski et
al. 1985. :
> 3 : 1 ) = 4 espinaca Nalan 3
FicCarty .
1934.
<& LT20 i [ Qe - - L
= 1 1 1 espinaca Zurawsiiti et
™ &l . 1<82.
S Tl 1 . 1 1 espinaca Henning Y H

- - . ‘ Hermann, 1586&.
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continuaesiont

L)

v

I3 ¢ 1 [ - -
1IT O {(T)& O espinacs Henning b
Harmann .
1925,
v < (?r1 () e=pinacsa s
Total de grupos
t3 cl/!:FO—C:F1 (?) 12
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comimaente SChre Tactores coms lé i1nteraccidn de 10s nucledtidos o
el FFi1. gue readlan erntims &l unirsses e o cerrca [=3—3% sitic
acti o e l& subunicac (3. fat 1 misEmc . McCarty ~ Hammes (15&7

SUDUNIC&C £ €s5ta involucrada en l1a regulacaon de la&

Se la atitividad oce lé

& mIFresea del C'::.' (=1} Dase & aune
drversss Tretamicentos Tizi1co= o auimicos del CF1 ai1slados causan
mMOGi TiCoSCisn el oolipedtion £ (RichTeEr et &, 15643 Richter et

2 Con sond

Ffluorescentes han indicxdo

aque (=3
Scucnte disulfuroc de  2s5ta cercanco &1 agruooe ticl de la subunidad
. & umz distancilis Nno mavor o= TI2OAL {anyder y Hammes. 17384 . Bn
cormtreste comn 1o sulthidriles ge v = gque Se encuenti-an mus
lejranos o lo= itios de unidn de nucleditidos iocalizados en los
polipéptidos 3 162 A v 80 A resgcecto a . S0 A vy ou A respecto &

£). S5 ha deoemostredo gue al deplaotar & CF:. del polipeptido = se

incrementa marcadamente la susceptibilidad del polipéptido y a
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acti1vidades o sintesis & nicagrdlzs:s el =T Dor =33 compleio
[ e L
© 1
(I11I, Algunz= maleimidas produjeron etectos bifasicosz en la
actividad fototosroralante del compleio H —~TFasa unido &
membrana. Concentreciones basjas (< de Q. 2mit)> ce i-H-pirrol—-z2.%5—
diona, fenilmaleimida. clorcometilmaleimida v dinidroniztilebis—
maleimids estimul aron la sctividad ce la ARTR—sintetasa. Esta

estimul acién estuvo scompafada por 1a i1nmhibicidn dea la actividad
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Es=to wagrie supsrair cloguesdos por les
mslzimicass CUuamscs s& i1os mi ShOs gue s&

Dl omuassan CU&ENCS 1 & S&NTime = inhioe.

IV E1l Sreac de imhibizion de las

F—=a1ntstasae a2l complesxo CF

melesimigss monSTunZionale

FaE Cue. =R e cEsues e ia TIUTI S ETA1ON

prociongados ‘6 minr v & eltas concenTtracione de meielmidas Cimtis
R . e TE e .
e armmabrecidr e la Mo —ATrRrasas en tocoos los= (-3 %=1 fue carciasl
<1, . Tabia I1iIs. Sirm TeEnilmalieimica ~
mMim&s = N
N.H —pizmeslerimice 1S i Eron iacion VI
Smax
Teola I1IZ:. Magrnusorn (1FT7E v e = g HeCar = [
eSSt ArSOn QuieE &l guniés mal ez midas VINET S w—-enilencismaleis mida)d
shnlpen =61 o un 50 (= S0 1a rfoToFrosforilaciéon de tilacoides
rotoz., sin ceonteniocoo ==tromsls . dos o Trres
veces con med: o de ENSaVO . cuando =e 1 PnCcuDEron & altas
concentracionaes de maleimidga v por tienpos prolongados. La
. . N +__ .-
irteracci on d= las maleimidas con el comotleso H —AaTF&sa .
- =2 etrectus con 1as subunidades gque contiensn en su
estructurs residuos sulfhidrilo =3 puentes disulfuro que sean
resucioos durante P energicsacidn del ciloroplasto,. siempre "y
cuasndo los sulfhidrilos se localicen en wun ambiente
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S proooner paras 1= fTenzlmalel mids que
inhibid 100N 1a ToTOoTOoSTorilacicdn. sSin olvigar que és=ta maleimida
&E moDnoTunSione:s . SOr 10 gue Su mecanismo de accidn no sarias por
T ESIruT amy @nT o .
(R =1 compieio H —ATFasa ce

iluminadcs asSguwiere unNs CoONTOoOrManilion para la sintezis del AV qQue

e= MaAz Ser

& ia 3mnipifion por maleimidas

(monofunc: onal =s v
pDitTuncioralez: gus 1a ContormaSion reguerida para - [ R=TRE- VS =

del ~TE. En

&

. SO
Sue dezterminamcs Que el promedilo de CH_
i

-2 - - - =
1= Ha - TFRaza Tue Vi, 43 tcom desviacidn r
so - s e -
v &1 promedioc oe i Tue . 585 [§-4 =, 0SS podemos
= ™n—1
sugeirir gue e:;riste una mayor efectividad de 1as maleimidas para
inducir la inhipbicidn de la actividad de 1la ATFP—-sintetasa, que

para inducrr l1a inhibicidn de la actiwvidad de 1a Mg+2~ATPasa (10s
promedios de los

SO . R
ores de C se obtuvieron de los reportadcs en
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poseen =ensibilidad diferente &1 efecto de

(V1s ARperentemEnte. ediste una relacidn entre la distancis de
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oz de la&s maleimids pDituncicnales (entre S.T A

n

Y e ~ 3w efecto imtabitoraoc =r la

STt {(Fig. 7:. Sin smbxrgoc, o se oDServeoe

una rel anTter: o en ie TOLOTOSTGri1 i ac1on.
. - tZ

oo = TQuUe Zh lée COnTOrmaclidédn e 1ia iz “—ATFa=sa estahn

elput

MATF . aue scn entresrutados por lase maleimidaz Drfuncirionsies. Y gus

el graoco de 1nhiltzcion esta en FURCT O dirscta a 1la distanmzia
mavor infhipicidon de 1l
distanzis o= 1os cEnTro=s

(distaencia Gelamad parea la imnibicidn

F.Z A: Wig. T:. La conformacicn de ia Mo

requeridas para l1a

crotToastoriiacidn tambieéen es modificada por las bismaleimidas.
pEro 1la Annioilcidn Droducida parece o depenoer de 1l dirstancia de

ios grupecs sulfhidrilo entrecrutados por las bismaleimidas.

Weizss v MaCarty (1977) reportaron gue la inhibicidén de la

Totofosforilacidn imducida Ppor maleimidas cifuncionales en’
tilacoides lavados de cloroplastos de espinaca =1=3 debia, er
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mpleadas en (=313
ETSENCI & e@mtr s [=Y R CEMTIroOs
1as Tres

Dismxleinlcas

= iR 3I&E SonoentTry &

=S 3 one=s

di=minusve

cConToOrms la
incrementaca s=1enco la
Dismaleimidas inhibieron i

b -3 Si1istT

nola 2ntra lo=

1 en Moroney et ales

someliantes en paroe. 1

a l1os ooteniocos =on

PRODUCTOS Y DESACOPLANTE EN LA
INHIBICION INDUCIDA POR MALEIMIDAS DE LA ACTIVIDAD DE LA
-
Mgt <-aTRasa.
Se =zbe gue las maleimidas actdaan como inhibidores de ia

transferencia de enesrgia,

es decir,
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el eftecto que producen

en la
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1rter saccl1 S, GlraT s . i < Silay PR = = ==

inhnisores o= 1a

& ernTime sea mooitTicxox j =X =14 1 &

ern &1 mesio de enss Y& gque . estos s

urmer &l X o v regul atorico s cdel CFi [=2u% el
F—RiFeza Tichel—SanmdrotTer. 1%s3, .

somp

previnoe

pe en ia
Ex= ~uZ i eortidoe Tue
S TambSién —uveo oresente el

mas eteTtr o en [ EF p

FOSf&TEO 1NGrganicc. Sncestuando & la clorometilimaleimida el evecto

immsBDaTOrI D maleimidas. oresentsdas en la Tablx v, fue

rever-ti oo [xf=~1a el D& Nnaste FS. e en promedic o q=5-15),

mlentisa aue cuando uvsS pre=enTte el foctaco mas el ADF 1a
la 1AbID1ICIGn Fue 1010 FN (ohﬂ=5.52;.

rever=ion de

~DF. &1 ATF No s&lo reveriid 1a inkibircocidn

A di1rterencia
iNnducids por iIsas malEeimigas. si1N0 acemas Dromovid (WY, incremento
del 27 'awq=44.4) ernn la actividad de l1a Mg’z—éTPasa (Tabla IVvo.
El efecto del ATF mno se modificd con 1la presencia del fosfato

adicionado 21 medi1o de ensavo, va Sue (exceptuando & la
tetremetilenbismaleimica) 1a velocidad de ia Mg+2~ATPasa, en
promedio, = imcrementd 2% .34 (0N4=47.2) en presencia de -

3 valor muy semejante al 27 calcul ado en ausencié

maleimida—&TE—F1,

de Fi.
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CUsNoo =Ze =nSrgi s la membDrana, se 1ncucen
cambros conformaciornaiss. &a3i1ca . oF (Ryrie vy Japendors .
19T s Scrhiloacer v Wik oo i?51: Wagner v Junge , 19300 .
RpparsEntemsEnte . wie consecusnolEa asl cambio conformacional es 1a

meEncs, on dos fTormas.

Frimara. si1 lc

& wrmidn d=1 Y E o o=l ADF
Courmlers o S1iti10s suFTlIClEeEnTEMEenItE Cercanos & 1os que reconocen
les maleirmioas pare Su unién covalente, codria efectuarse wn
‘enmesscaramrento’’ parcial , o totel de 1o0os sitios ge union de las
prev;niéndosa ila inhibicidn de 1 sctividad

total o parcialmente. Segunda, si 1a unidén del ADF o

del ATF & las szubunidades de \'_;Fl atectan 1 conformscidén de 15

onTima gespués de que l1a membrans deil

tilacoide ha sido energizada
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Segun i0= resultados press=nisdos =2n la Tabla 1V, el fo=fato
revirci o completamenta ia inhiibicidon i1nducida por maleimidas
tmonofuncicnales vy brifunciconales: v en la mayoria dea los=s casos
induioc, &#dem&s . wn mnotatble incremento er ia actiwvidad de ia

1l a&ctividad prom=dio pars estos casos fue 201%
Se ha reportado que 1la actividad ATFazsa de P:
soluble de mirtocondrias., en praEsencia de MgClz, ecs sctivada por
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=n &l fueriz de
prosucroa j=X-1al a2l
ma= pironuTmiZl acs &n
FToztTana ioe Mzles.
15357 . i = sE B reoorTtano Quis el etilenolicol & ums
conza2n

11U e wir

—io=x (Do rFeies=.
¥ Sorn SEmelantes &
el {fo=zftaco v - malieil
wni1oe & ia meror ana
—iorcol = 1nTaSTosE Vv oensevada en la VDbE\CLU’lClaG com ilisis del
le fecha Mo se conoce el metanismo oor el cusal el
Sramentos en 1a actiwvidac hidroliticas de la
mitozondria, pero 1los resul tados ., en comniunto,
r oue el efectoc de las maleimidaeas mazs el fosfato v
2l de locs sciventes organicos mas el fosfato promueven wurna
modificacion cel Tactor de acoplamiento tuna contormacion
especrfics. © n& modificacidn especial en el =i

tio activo)

. P - o : . -
regqueErids pars ctivar la rFig —~Trasa soluble de mitocondrias v 1a
do cloroplastos cuando esta unida &1

independientemente
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gue 2]l sSolveEnis O L&

ia mealeimrda en FTorma
srmibicidon de le activiocasd.

Miagiuzzon y Nclarty (1575) reporitarorn gue 1ia &citrwvidad w2l me
de fototTosror iacion

Do t21 acoice= lavados. obhternioos
clorocplastios = espPliaCaz. en bresencie de NEM v Fa

ismiuyo
W Quis ia Yom SparEnT=s en presencia ce Fi no 1= atec
Concluyeror que el grasc ce 1nhiblcron [=3=) la fotofiosforii
rrngncidea poi- HEMR ~o sfocctaca con el i En ToIrma Samelante
v 1577 incicaron aue el Fi no previene ia
imhioic: on (=44 FOE-N ~otofosforiiacicon. =0 Tilacoides lavados.
irmbDucica or le orsmaleimidae OFDIM. Estoe resultados: =on QoDuUussTas &
1o obtenicos

= en aurestire investigacidn. La discrepancsia
wplicarse oe VAars:as formas .,

oropbable aue

en los
cloroplasstos 1ntactos esten pressnctes rucledtidos Enodgenocs u
otiros TaSTores cei: ZTistems intacto auve oDotencian la proteccion ~
. R -2 -
ieé activaezZidrn de l1a [=1 —ATFa=as en

presencia e o

% maleimida=.

T ECoULD OUE Lo =& rva o en la sctividad de par=3 ATP—-=inmntetasa de

tilacoir1des lavados. Independientemente de factores adicionales =]

nuDledrtido=z enddaencos,., poariamnmps suocerzir agues 1a contormasion del
- -

comoleso O —AT

Fasa regueride para l1a Fotofosfor-tilacion

v mensiole
a la "mhibilcidon por malzimidas, Nno =25 Susceptible & ta oroteccidn
del {fozitato vy menos aun & 1z estimilacidn de l1a actiwviad, &
ditTerencia de la contormacidn requerida para 1la Midrelisis del
Aa1FE.

La presencia de un desacoplante (NH4Cl) en el medio de
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- ado=s {(leo
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inducioca por

inhibiror:zo

EN 2T ul- S =3 Sr=3- R -1

de 1a& aH C1 mevino
[=]
pE&Erca 1ndusi1cx oor

CFLDI Fich (1283, na

sugerido aus 1a

[=X=] ia o —CF d por
© 1

diderentes cesscoblantes resulce de [RY o =4

especiftica

erntTrz la @nzDimc Yy el orotondroro. ademas cs 1a

& 1mTteraccidon oe eéeste
comn l& bDicasca de le memoransa. La 1ntersccidn con la —TFaza es
+aci i i

itada por =1 ADF v algunos glicolipides. v e 1-ohibida por el

fosfato v ourante la hidrdlisa

il
a
(i
-
I
-
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e este i1 caso del
NH‘CI, la inmteracocion adicicnal de las maleimidas con el complesc
H+—HTFESa podrian promoverse eftectos variados en 1 actividad de
1a v o2 la &TF—eintetasa. Loz resultados obtenidos aen
rnuestro trabsjo v los reportados por el grupo de rficCarty (=1=1g1
coricisterntes con ezte planteamiento. :
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hidroli=is e pircsczteto v del ATF. en reia-Di1on & 1= guz= =&
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Qi&nicos (de Meilsz,

Tes51= espontanes del ATHE en Fi—ﬁTPasa
- Ft—ATFasa mitocondrial (de Me iss,
=L kRarmoool et &1, 1937)r. & partir del

Ysuertemenita” unide & la &nzima.
= 2stTe trapsjo ceTterminamos que la DiFE inhibid iTLas
actividedes de la = ATF—-sintetasa v la resccidn de
intercambio Fi1—ATF 21 compleso C.Fo——C.Fx unico &1 tilacoidce de
éloroplaztss de olantas de chicharo (Fig- 11). HRuestros resul tados
parecerian opuesto & ics reportados previamente pPEra las 'v'-"1

ceolunies de giferentes Tuentes. Sin embargo, podria arguairse quea
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la= 1D Quie ., L=
ez Tuw [k =3} coqpararss ochrternitaco=s (=3 =2 slsTE
loosrEeCion YA Sa =1oo conTEempl&aaa, previamente.
= (Felomern ~ S aman. 153 Shatiai o iz .
TAaCSE €O ZTEmesantes. en parte. a 109s resvlteacs por
—FuLvow =2t a1 (1254, Ve que ia foTtafosforilasidon
oxidaetlva v ia reeccion Qs inmtTercamcio Fa—&TF an particul a3

uomitocondriales fuée Iinhipaide por DMF vy otros solventes miscibles

en =gua.

e aimhibzocidn de 1a fotorostorilacion, MQ+Z—ATPasa v la
reacc:dn coEg intercampio FPi—ATF por DMF en los clorocplactos (Fig.
11) 2= ingicativo oS gQue st S0l vents organico actdaa como wr
inmibicor aes ia transferencia Ge eneral &. Sinm embargo. el
diTerente ogrado de i1nhibicidn entre la hidrolaisis v is sintesis
del ATFEF dincluvenco el intercambio Fr—aTF» sugiliere gue 1a DiF
actQas [~ inhioidor rFeErenci sl de algunas actividades

en clorcolastos. £1

comportamiento diTerenciaxl ge
la DINT o3 scmelante &} de otros i1nmhibidore de la tramsyerencis de
ermosrols como el kampferol (SGrtzen et a&l. 1574)

- el cual afecta

manocs la adrdlisis gue la sintesis del ATF en cloroplastos.

t.a imhibicidn difterencial entre la sintesis v la hidrélisis
del aTPF producida por l1a DMF en cloroplastos, podria uplicarse
por el cambio en las constantes cinéticas involucradas en es;s
reacciones (Shavit et al, 12g4) . Sin embargo, exister algunas
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ourante la TosTorlilation onilGativa == ueven Transiciones
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Mmparentemente. la DivF mo causo un

incremento i1neszspeclifico en
1 perme@abillidsasc £l protoriss de las membranas tTilacoioges. a
concentraci anss aues imthioieron completamsnte 1
+ototosforilacidsn (Fags. 11 v 12) o aun a concentraciones mayvores
(Z22%v). De 1nteracciornar aireccamente con el cans1l de procone=s
(CF°1 en loz cloroplastos, s prooable que lo haga de manera
diverents qgque el LCCD (clarty vy Racker, 1967), el cual evita ia
zalida de H* & través ce CFo en clocroplastos depletados cig CF1
(Fig. 12). Adicionalmente, (3= observd que 1l&a DIHF inkibid el

Lrensporte de slectrones basal, vy que esta inmhibicidn es revertida

parcialmente por cloruro de amonio (Fig. 1Z). En conjurnto, estos
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wun inhzsidor e ia

TOor Qiag - (S, -
de nqarners ssmejante =3

—omo r1ntersctusrs €l D1o-F thclarty et 1 4 195865 , la florizina
fiIzsvis &2 21. 1T . & 1& e1lmTaIIN et &) . 1TaR) . Sin
enbargc. e1 ctc d= ia Dris er i cadens transportadaora ce
do mETa presente =1 cliorurc o= amonio (tranenorte

de eleciron

0

Fzas. 17, 14-C) sugirere que 1& DFFf tTiene

ur efrects adic

"

en 1a caderna nrasportsoora de electrones.

s Doe= cior de ous el Transoorte ge electrones desasicoplado
ne fue intibsioc corn cornceEmtracs ones de hazta o d= D-iF b varias
concentracioneszs ce ADF (Fig. 1&5-0C) v en presencia de ATF (Fig.
14—C) ., peEro fus totelamente imnmibioc & concerntraciones mayoares de
1Z% en la pres ce 190z nucledtidco=s v del fosfatol(Fig. 15-Co o

reafirmaria le 2zcsza e cue & IDMEF anmhibe 1l cadena transportadors

de electromnesz. ocsEro gues @=te efecto 2s 1mgucico & concentraciones
mavores {320 las regueridas para ia inhibicion ce 1=

fotofostoriiacidén

,
-
1)
.
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(Fig. 11 .

Es trans=porite de electrones Das&l Tue inhikido =3 baias
concentraciones ae DMMF (@Y7 ] ¥ & bajas concentiraciones (=¥ Fi
(1.5mfty (Fzg. 13 v no sufrid cambio, respecto al control, en
presemncia de oW de DIMF v diferentes concentraciones de ADPF (Fig-.
16, 1la velocidad del transporte de electrones basal == fué
imcrementada notablemernte (inmhibicidn Ffuertemente revertida? pc;
conrncentraciones crecientes de fosfato {hasta &mii) o con el



imncrements de la concentration dei ALF S e 1a presemnIi

& do iR
(Fi1g9. 14.,. 3in emocargs-.

Transporte de

todas 1z concentracioncs de
14— 18—-E. 1o—R) . Estos
actlizn, &1 merncs. en €1 zitio o

focs=fateo v loz nmnucledticas del CF;

tats) modificascidériies)

inducioasz por la& DIHF er el compleio
CFO-CF’, urliooc & la membrana o2l tilacoide. o en los comdleros
enzTimaticos ae 1la cacena transportadora de electrones,
soarsntemsrnte. No Son oroveooadas por l1a liberacidén de alguno de
los constiTuvantes naturales ca2l clorocliasto, mna [=Yortng =u aml on
permansente com 2llo=z, va que., 103 cloroplasmtosz modifircszaos con la
DiiF levados v tresuszDendicoos en medio laibre de DHMFE recuper aron la
se2locided de 1a ftotofosforilacion a valore=s siadriares a rTo= del
comtrol (Tabla Y. Se ha reportado gue slgunos solventes crganicos
1 houcen daterenciacidn de celulas micas et taer [=h= &1 .
&1, 17935, auncue el SE acTion ae aso=

conoce aun, S& na propuesto 1o pos=ibilicaadg dewxins

sclventes oOrganicos, comoc 1a N—etilformesmida, DrF ¥
dimetilzulidnido, inducen un cambio en la mowvilidad lateral Se
1o lipidos de la membrana semsiante al gque sucede Surante el
proceso natural de madur aci on celul ar. Dibner v col aboradores

{198%5) determinaron un incremento significative en la viscosidad

7z
de la membrana de celulas cancerosas de colon Y su consecusnte
diferenciacidnrn por =1 tratamiento prolongado con HN—etilformamida o

DMF de las cdlulas ern cultivo. AsfL mismo, demostraron que existe



rowverselbi 13 o2l TendmeEno por eliminscicon o2 los sol ventes del
mecio ce culitilve. Un eftecto semeiante en la disminucilon ae la
moviliicded o = la wviscosidad) de los " lipz:aos de 1la
membi-aene dol! tilacoioz 1ncducioo por ia DrtF pogria conducir E=Y
alrTteracionesz en l& fTumnci1onaiidcdad d2 los combplesos enz-imaticos de
la caaens TramsSporiasora ce elzctrones, puesto gue parece enxistir
unNna reiacion importantTe entre l1a estructura (fi=icar y Tuncién de
de le&es membiranas tilacoisss. en 1o gue = encusntran i1nmersos la
aran MaVoimis cde los complesos enTimAaticos guE llevan & cabo las
reacciche=s CE 1a& Te=g ium:ncsa e ia fotofostrntesi= (Harwooo .,
158G . Moditicaciones & la viuidezZ de la prcapa podrian sl terar
iea ditusibailicad de los compornarntes de l1a cadena transcortadora ae
electirones . los cuales. imteractuan cooperativamente con los
compiejos macromoclecularesz curante la fotofosforilacidon (Barber,
1787 : Harwood. 198G, .

La inmnhibicidn oel transporte O electrornes basal por la DME
Tue fusrTtemsnte revertico por =1 RDFP, ATF v To=fato (Fig. 1a3—H,
15—A 1&—-AY . este resultado podria sugerir que los aniones
ensayados &1 1nteractuar con el compleio CFO—CF1 en presencia de
DIFIF {concentiraciones mavores de &%) modiTican indirectamente la

scltividad o2 la cadena tranmnsbortadora de electrones, de tal manera

gque baldo es3s= condiciones nmno s inbaibe, pero si se activa. Otra

posibilidad podria ser que los nucledtidos v el fo=fato tengan un

papel modulador en la c=dena tramnsportadora de " electrones del

clorcplazto, v gque ern presencia de & Dt s ltere dicha

modul scidn. Esta ultimk posibilidad podria estar ds acuer can lo

...
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Fussto aous. ifneas da

onfFormecional TLericoco incucido

U
n

por ATF 2n 1la citoocromoc = igasa pusde modul s Trrans+Teirrensia
1goula£ [=h a1, 153877 . tLas

ia siguiente manaera: v

modificaron la cinetica deil

estacionario ce la crtocromo < oxioasa.

soclule en vesilculas artifticiaxles (Eisson et 1.,

ialatesta et &1, 12987i: () 21 ATF s unid

& las I v I de ia citocromo < oxidasa en
euMperimEnTOs efectuaenss conn 21 compussto fotosctivable azido—ATH
{riomntecucco. et i, 1ZBs5>: {122 &1 ATF i1incdubio un cambio en los
resiouos &ciclcos O la& citocromo < nigasa stpuestos =3 1z Tase

acuosa (Hi1sson et al. 1987): () el ATFE induio wuna pertuwroacién
zspectral emn la reoidn Soret de la citocromo o idasa soluble o

recocnstituica en particul as de fosfolipidos (Antonini et al., 1536:

Maiatests et 1., 1737 .
For el momento. mo exs posible plantesr un mecani smo general
que pligue los efectos de la DMF enn las diferentes actividades

rotosintéticas en los clorcoplassto=s, puecto que qparentemente, este
solvente orcanico interacc;ona en mas de un 'sitio -‘del sistema
tramnsouctor de eneraia de esos organslos. Sin embaraqgo, podemos
sugerir gue la DMF actua como un inhibidor de l1a transferencia de
enercia (a bajas concentraciones) en cloroplastos, v ademas (a
mayores concentraciones’ como wun inhibidor Se la cadené

transportadora de electrones.
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