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l.n this research. 12 ma1eimides were used in arder to try to 

detect the existence o-f diT-ferent H+ -:-ATPa.se con-formaticns induced 

by light 

maleimides 

maleimide, 

Bi-functiona.l 

bismaleimide, 

maleimide, 

mide and 

-following: 1-

hydrolysis 

illumina.tion., 

groupCs) o-f 

when chloropl.asts energized. Mono~unc:tional. 

were: 1-H-pyrrol-2,.5_.:dione, ethy1ma1eimide• methylol.-

carboxihydroxiphenylmaleimide. 

maleilnides u sed were: N-chlorometi1ma.leimide., N,N·-

N,~~-ethy1e~bisma1eimide, 

N,N'-t~methy1enbisma1eimide, 

N,N'-tetramethy1enbismaleimide. 

The H+-ATPase c:.on-formaticn 

in the dárk was induced 

N,N"-dihidrexyethylenbis-

N.,N'-methyl etherbismalei-

Results showed the 

required -fer the ATP 

by intact c:h1oroplasts 

and it was· sensible to inhibi tion when the -SH· 

the ~~~,z!".'_~'='~'.;:: w'ere _: blocked chemic:a11y or c:ross-linked by 

mono- a.nd 
'.-.< '.·-:.·::.- ' 

bi-fUncti.Oii"ai ,_ 'ma1~:lmides; 2. 
.,;,~:: .·· 

Mg +z_ATPase and ATP-synthase 

were inhibited bY:D···~~;·~~~f:~~~~-d-~S .. and bismaleimides; the degree o-f 

inhibition is ·deP~rid~f..~t\·~t. ·~i-,--: :. the 
__ ._,.~ .'.,;,.~' 

type o-f ma1eimide u sed; 3. The 

eT-fec:t o-f sorne ffiF-iéfinidE-5 on photophosphorylation in ..freshly lyzed 
.[:···.·' '.-' 

ch'loroplasts t·wa:~'~h~~e·d,· _Tirst activating ATP synthesis and then 

inhibiting it; 4.· The ·percent o-f activity and ATP 

synthesis inhibition was · in di-f-ferent degree; eac.h maleimide and 

bismaleimide induc::ed a speci-fic and characteristic inhibition; 5-

The data show that · the H+ -ATPa.se ··_:co:~p1ex ín i11uminated 

c.h1orop1asts uses ene · speci-fic: con-formation -fer ATP synthesis., 

is more sensib1e to inhibi ticn with mono-functiona1s and 

bi-fLlnctiona1 maleimideS and another speci-fic con-forma tion -for ATP 

hydro'lysi.s., .. :hich is less sensibl.e to inhibit.ion by maleimides; 6. 

A correlation \·:as -found between the 1enght o-f the reactive center 



wi (Oetween A to 9.~ !v (i.·•hict-, inc:.reases 

hydrophobi.c:ity> and thoeir +z 
Mg -ATPase inhibition increase5; 7. 

ADF', ATP e.ne! phosphete protected the Mg+ 2 -ATPa.se to inhibition 

induced by rnaleimides.. in some e:. a.ses. the M+2 -ATPase act.i.vated 

l.00% and l.40% by ATP y phosphate, respec::tively; e. The presenc:e o-f-

the unc:oupler NH C1 
4 

in the r-eacti.on medium o-f the malei.mides 

induc:ed reversion. protection cr had no-e-fTect. on the Mg +z_ATPase 

sensi.bility to inhibi.ticn by ma1eimides a.nd bismaleimides .. The 

results -founc! with ma:.1eimideS ·and bi.sma1eimides indica te tha.t 

there i.s evidenc:-e- -f-or C!etec:ting speci.-fic. c:::on-forma.t.ion -far 

+~ 
Mg --ATPase and -f-or ATP s;.nthase/·i.n •.· :the H+ -ATPa.se complex bound to 

' ·c .• ,:, 

the thylakoi.d mecr.brane· in fr~sh1y 1ysed {ntact c:hloroplasts. Eac:h 

con-format:ion was di-f--f-erent degr-ee '"'i.th the ... 
maleimides u sed in thiS- ''· research .. Furthermore., ea.ch H -ATPase 

c:on-formation induc:ed by ~ight has spec:i-fic cha.r-ac:teristic:s .for ATP 

synt.hase or ATP hydrolysis <time i11umination., type or 

c:oncentration o-f maleimide used., etc .. >.. In the sec.ond pa':"'t · aT - this 

r-ese.arch the e-f-fec::t o-f N,N-dimethy1-formamide en di-f--f-erent 

photosynthesis activities was c.har-ac:terized on intac::t -f-resh1y 

lysed chlorop1asts- N;N-dimethy1-f'ormamide inhibit.s both ATP 

-Formation and the accompa.nying c:oupled elec:tron· -flow: :in 

chloroplasts. ln the presenc.e a-f 

c.oncentra.tions, the phosphorylating elec::tron 

N,N-dimethyl~ormamide was partially reversed .. Eias"'1:. · elec:tron 
: ;~ .. , 

tran~port <- pho:phate ADP> was inhibite-d 78Y. by· 77. (v/v) 

N~t4-dimethyl-formamide; this e-f-fec:t pa.rtially .. r:-ever-sed by 

by MH Cl. 
4 

Basal electron 

t·l.t.J-dimethy1-form~mide v;as higher 

tra.nsport inhibi..tion 

\'"lhen elec:.tr-on ..f1ow oc:curred 1t'1ith 

1imiting phos.phate (below lmH} concentrations., but it was reversed 



,._. 

by higher phosphate (6mt1) conc:.ent.ra."t."ions, well as by higher 

conc:.entrations o-f N,t.J-dimethyl-formamide {12-15/. v/v). \-lhen ADP 

c:.onc:.entr-ation <<.•-1 mM> was varied, the basal e1ectron transport 

inhibit1on by t-l~t.J-dimethyl.formamide was. rev.e~sed as th .. 

c:onc:=ntration o-f the sol.vent increased. The Pi-ATP e~c:hange 

inhibited by N,N-dimethyl.Tcrma.mide in a si.mil.ar 

manner as i.nhi.bition o-f ATP synthesis. Light iriduc:ed pro.ton uptake 

"'"ªs not aT-fec::ted by N.N-dimethyl-formamide a.t concentrations which 

c:.ornplete1y inhi.bited ATP -formation, and i:t was not .a-f-fec:.ted in 

ethy1enedieminetetraacetate-treated c:hl.oropl.asts which were 

partially devoid c:oupl.i.ng -factor 1. However" Mg2 + -ATPase 

ac:tivity wes partially inhibited to 327. by 327. o-f 

N,N-dimethyl.formamide., suggesting that CF .. was not. the, - main si te 

-fer N,N-dimethy1f-ormamide in the inhibition O+ e1ec.tron ~1ow. Both 

photosystems 1 and 11 wer-e a1s6 a.-f-fec:ted. The e-f-f ec:t o-f 

N.,t'1-dimethyl-f-ormamide en thy1akoids was ·rever-sed 'by wash:i.ng o-f the 

c:h1orop1asts- The overa1l. indicated ·~that 

N,N-dimethy1-forrnarnide ac:ts as an _inhibí ter o-f electr-on tra~1=-·or-t, 
and a'lso as an energy tran5~er inhibitcr. This 1atter action of-

N,N-dimethyl.-fcrmamide wa.s rever-sed by nuc:lectides <ADP, ATP> or 

phosphate. 

. .. ~ 



E.n este trabajo., se utilizo un grupo de doce ma1eimi.das para 

detectar la. e>:.istencia de c:on~ormac:iones di Ter entes de la 

H-t--ATPasa indLtcidas por 1uz cuando los c.1oropla.stos son 

energi.=ados. Se incluyeron ci.nc:o maleimidas mono-func1onales: 

1-H-pi.rrol-2,,5-diona., etilmaleimida., metilo1maleimida., -feni1ma1ei-

mida y c:arboxihidroxi-fenilma1eimida; y siete bi.func:ionales: cloro-

meti1maleimida, N.,N"-bismaleimida, t.J.,N'-eti1enbismaleimida., 

N.,N'-dihidro}:ieti1enbisma.leimida, N.,N"-trimetilenbisma1eimida., 

N,N'"-metileter-bisma.leimida y N!'N'"-tet.rametilenbismaleimida. Los 

resultados mostraron lo siguiente: l.. La c:on-formacié>n del c:ompl.ejo 

H+ -ATF'asa promovido por 1u= en c1orop1a~tos intactos y requerido 

par a hidrol.i=a.r el ATP en la obscuridad., -f-ue sensibl.e a inhibic:i én 

cuando los grupos -SH de 1a en=ima -fueren b1oquea.dos quimícamente 

o entrecruzados por 1as maleimida.s mono-func:.ional.es y 

bi.-funciona.les., 2- La y la ATP-sintetasa ~u.eren 

inhibidas por- maleimidas y bisma.leimidas; el grado de i.nhibicién 

es dependiente del tipo de ma.leimida usa.do. ....,_ A1gunas de ellas 

produ,Jeron eTectos bi-fasicos en la. actividad -fcs-forilante de1 

complejo H+ -ATPasa unido a membrana., 4. El ___ gra.d~ de inhibicién en 

la actividad de la Mg +z_ATPa.sa y en 1a de ATP -fue 

variable; cada mal~imida o bisma1eimida indújo una inhibic:i 6-l 

espec.i+ica y caracteristic:a., A si.mismo. se observo que el 

complejo H+-ATPasa de cloroplastos ·iluminados adquiere una 

c:on-form.s.c.ion para la sintesis del ATP c:;,ue es más sensible a. la 

inhibic.i.ón por- male:imidas Cmonofunc:ionales y bi~unc:ionales>. que 

1.a con-formación requerida para la. hidr"'Olisis del ATP, 6. Se 

encontré> una relación entre las distancias de los centros 



rea.c:i:.ivos de 1as maleimidas bi-funcionales (entre s.s A -y 9.2 

\.que presenten hidro-fobic:idad c:.rec:.iente) Y_ su inc:remento en el. 

e-fec:""C.o inhibitorio en la actividad de la Mg-2 -ATPasa., 7. El ADP1 

el ATP y el .fos..fato pro"t:.egieron a la Mg +Z_._ATPa.sa de 1a. inhibic:iót"l 

inducida por mal.eimidas.. l.a 
.-- ·+z·· ·--_ 

_Mg .,--ATF•asa._ en algunos 

activada 100/'. y 140% por ATP y -fo.s-fato, e. La 

presencia de un desac:oplante <NH cu·' en iriedio de' marc:aj"e. 
. 4 ~- ,.'.,. 

produjo inc:rementa., reversión o no m~-dific:_Ó :_· :=1a Sensibi1idad ~a la 
. . . 

inhibic:.ion de l.a i.rlduc.idá . , ' P.<?~ ·"'las mal.eimidas. Los 

resultados encontrados en el. con mal.eimidas y 

cismaleimidas aportan evidencias 
•• ~.-' é'" '.~-~- ·: ' - •· • • 

-:qué" ~~poyan la e:-::istenc:ia de 

c:on-farmaciones espec1-ficas par:-a. ·i~ · .. --·Mg...-2 -ATPasa y para l.a 

ATP-sin'tetasa del complejo 
... . 

H -ATPasa unido a. membranas tilac:oides 

en cl.oropl..astos intactos 1isados durante el. ensayo. La.s 

con-formaciones di~erentes de 1a enzima son inducidas 

durante l.a energizac:ión de l.a men:abrana del. t.ilacoide en l.os 

clor-oplastós intactos.,. y pueden parti:c:ipa_~- de .. -f:c:n·~-~a. · 

y en l.a -· hi~ro~i~Ú '' d.,:~· ATP <en 
·.·, ... ·· ,'•''._._: ;.:--.·-· 

en la -foto-ros-for-i.1acion (en l.a 

part.e de eSte' . ~~-~r-~ba~o., se 

N,N·-di.,;.;-Ji~ofm~;,.¡~a _ • -en algunas 

l.a obscuridad). En l.a segunda 

carac=ter1zo el ef-ecto de l.a 

actividades Totosintéti.cas 

N.,N·-dirnetil-formamida inhibió tanto 

-flujo de electrones acoplado en 

del. · ·,e:iCr~p1ast~~ .. . . 

1a . forma:tióñ · 'de·:-· ~. f\~P · como 

clor:oPlastoS;.. -La·· - inhibición 

transporte de electrones ~os-forilante -fue revertido por 

La 

el. 

del. 

l.a 

presencia de cloruro de amonio a c:oncentrac:iones desacoplantes. E1 

transporte de electrones basal (- -fes-fato, ADP) -fue inhibido 78% 

por 77- (V/V) de N,N·-dimetil-formamida; este e-fecto 

l"'"'evertido parcialmente por 

el.ectrones basal. por la 

NH Cl. .. La inhibición 

N,r..a·-dimetil-formamida. 

del. tr"'anspor-te 

-fue mayor 

-fue 

de 

con 



c:oncen't.rac1one=: limi1:.an'tes ce -Tcs~a't.o •.menores ce mM1, pero +ue 

revertioo por- conce-ntrac::1ones mayo:-es mM; de 

1-ot.,N -d1me't.ilTormc3mida v/v). La :inhibicion del transpor-c.e 

oase.l revertida cu a.neo incrementaron 

simul tif!<_nearr;eni:.e i.a.s conc:eni:.rac:1ones del solveni:.e y de ADP (0-1 

mM1. La reac:cion de intercambio Pi-ATP Tue inhibid~ por N.,N'-dime-

til-t-o:-mamioa en +or-ma semejante a la. inhibición ce la s.iS"ltesis de 

ATF'. El consumo ce pro"C.ones inducido por lu= no se a-fect6 por la 

N.N--dim"?til-formamioa. a las conc:entraciones QLlE' inhibieron 

compl-=tamente l.a s.i.ntesis te ATP., y no se a-fecto los 

c:lorcplasi:.os parcialmente dep1etados de ~ac:tor oe ac:oplar•áento 1 y 

tratados con a.e.ido etilendiaminote-c.raacetic:c. Sin embargo, la 

ac::-c1 .... ·idao cie la l"'tg + 2 -ATPa.sa Tue inhibida - parc.:ialmente~ 32/:. por 32'l.. 

de N.,N.-dimetil.formamida~ sugiriendo que 

princi.pai l.a 1nhibic::iélrt de1 -f1U.JO 

N.N -d1me~ilTormamica. Los -t:otosistenias l 

CF 
"' 

de 

y 

no -fue el sitio 

electrones por la 

Il i:.3l"Tlbién -fueron 

a.fec:t:aoos. El e-fecto de 1a. N,N"-dimetil.-Tormamida en tilacoides ..fue 

revertida por lavado de los cloropla.stos.. Los resultados indican 

que N,.N"-dimetil-formamida ac"t:.ua 

tran~porte ce electrones y tambien 

trans.ferencia de energ1.a. Este último 

nuc:leotidos <ADP., ATP> o .fes-fa.to. 

como un 

como un 

e-f ecto 

inhibidor 

inhibidor de 

revertido 

del. 

1a 

por 



... 

COMPOSICIOl>I DE LA ATPsintetasa., 
.. 

H -ATPasa o COl"'IPLE.JO 

cr · cr ,-

super1ore=-: A lF·sir.tetci=.a presente. 

{F;J..wdi-C:an1elet. a19 1983) .. La 

de·) Cí-•· o 

LF 1 e==:c. : .... ~ 

c:onlpt.1e:=.i:.c• ce d1ie• E?llLi?S 

6 v &. Ei seg:nen~o CFo no no s:iao ;a1sia.do 

CCHl'C Ltr•a entidad c:.om~le-=.éi pero ME 

Ct...•~t:.t ~ pol:ipc:-pt1do::. ai ierente~; ""Cre= c:u=.12~ toan 

11., ~ ii 1. La cuarta. subunioad +u e detectada hac:e algunos a i tOS por 

Ra.c:t~er (197 '9J su e::1stenc:1a. se con-firmn rec:.ientert1en~e 

el rr.apeo Ce del cromosoma ce clor::-.plas.1:0 

•.Co;::ens al~ úe pol1p..-:..pt1cios que se 

sa:r~e. constlt:Lt;len el compleJo CF o-CF '1.,. seis son cooiTic::.ados en el 

Ullf..:o del cioropl.:.sto.. Los genes del cloroplasto que cod1-f:Jcan pc;.ra 

las subL1n1 d"'""des 

y 

6 

ES 1 RUCl"URA 

(3, &, l y Ill san +oi:.ogenes (de HEi.J et 

Bogor.ad1 1985.J; m::.entra: que los QE'íH:25 

.,... 11 est.~ loc.a..li=ado!:. probaolemente er. el n•cl20 

PRIMARIA V ORGANIZACION DEL FACTOR DE 



llCOPLllHlEIJl O. 

Q.l~o grado ce norn::::dog1a.~ e:;.pac::i~lm~nte en 

~c:.1J.p·:::..ptid=as .lOS::: 

suoun1daoe-s f3 oe 

homo1c.g1ó 

L1fi:t•'Hl cie las 

c:lcrcplastos Sl.no 

oact2r1 a= 

di i erent es 

19841 

genE:reiolmern:.e; son oe peso r..o}.ec:ul.:..r me-no~ qL12 el c:orrespond'1ente ;;. 

l="~ '5LtbLtnidades oc. \Merc:hant y Selman .. 1983> .. 

l .. de~erminac1~n ce la del complejo CF, 

se '1lll.C.l 1... cor• el an::i.l:is1s ce l~ secuencia dei DNA de los gE:nes que 

par~. di.f-eren-c:es suOun1oa.cies en 

tabaco 

i1eno y Sug1ura., e• a J.~ 1983}, 

(3 e .. ,, \982; la :s 

suourn.021ae::. (3 al 1982:·T 1 ... ,. 

~ en cebada f.Zurawsl:::i :~ Clegg., 1<784>. Los. genes de 

J~= ~ubL:n.:dades CiC.:- (3 y e de ch:Íc:haro., est1\n y;:.. localizado:= pea lo 

q:._1e probablemente dentro de pc.c::o tiempo ser a'"1 sEc:uencia.dos ... Huttly 

y G¡ ay-: 1984 '-

Se:· detc1-minado l.os de hidropat\a de los 

de 1.as s1_1bunj d.;;i.des 1, 111 y 1V de CF o obtenidos 

2 



,,,. ce 1.Co;:C?n 

pro;:•one que de: CF 

clor oplastc son p:-ot:.E1rta= no?mbr~nr~!es 

pasee un anc::l aco 

CF por 

cor. ESE t.=; lle... La r.a,.,"turale=a. alta.rnen~e t,idrofr:">D:l~a ce la subun:idad 

111 se relacJ.ona con su papel propue:;tc:• en j~ 

""' prot•.•r1es .. hidro-i~':-D'l.:::::a 

-ic.rrr.ar el c:e:i;na} if h .. 10:..on )' 

ES l ECUIOl-tETRIA DEL COMPLEJO CF -CF • .-. . 
l.J11?~erm1ncoc:1ones rec:ientes deJ peso molec::u1.a.r oel .=omple_io, CF 

c.itc=. tlao:¡a Sldc:> reportado para Ci=t de espl.nac:as \Moro~ey et al,. 

1983: ce Cl&r;:ydo1:1onas r-e..znhardz:2· (l·iercha.nt et al, 19831- Esto~ 

ac:::ue1-do con el a.na.lisis utili=ando 

m-=--rcado <Merchant et al-: 5,¡55 y ManteuT-fell, 

1983:. Por otro lcido Berzbon et al (1984) proponen QLle! la 

b~.JC<S e=teq~.1-io:Taetrias de 6 reportada;;:c hasta ahora podr\an deberse 



l .3 CF1 se 

1981"! Hl:ey eL al, 1c;:s-:., o una de "t:.res cua.nd:=: 1..=-.:= :.wc·unJ.cade;; C( se 

t-.ri.t1 i.110100 .::. .?.nt::.=uerpo;; monoclonales eEpec:1..f1cos ant.1. °' <.rledge et 

es tan C:E ?.c.ue1-co COl'"I. t..tna 

::;uoLundac:Je~ 

d~ CF•· .a•u1 e:.=. ms~er1a dE de~a.t2 pe:ro Trecuentemente se a.~um;: qoe 

subunjdad 111 constituyen Ltn c:;;..nal de 

he::agona.i a trav~= de i.;;. membr.?na y que la subun'1óad li a.yuca a 

oi-9an1=ac:1Qn estr-uc::.tu.ral_ Los papeles de las 

subLlnioades 1 r .. : no son e.la.ros pero pueoe ser que .funcionen 

hoc"J.endo m.as .fuerte la asoc::i.ac:ion de l.a CF-1 con el canal c:onduc.tor 

de pr-otones -formado por el he,.:~mero º"' lé<S subL:nidades 111 

létarber~ ]987). 

ES 1 RUC íURA SECUNDARIA DEL FACTOR DE ACOPLAMIEN1"0. 

La estructura secundaria. de :::a da. subL\nidad del complejo F.. de 

F.s..-:1-.Gr 1.-J-.1a col.J de la si;;-c:uE:nc::ia de ar.dno !'tc'idos ... 

1:.c; c:Jf-ganci=c ci··_,n de las ca.den~ s pep-t 'I die: as en la rr.embrana ta.mb'i ~ 

sido 

de arnin~cidos 

1'984J. Co:np ar ac iones de 

y CF• 

de la 

<Hoppe y 

'\,:;;..s 

hidrop~tja calculada 

Sebald., 1984; 

de a•ni.no.~cidos en 

c:on 

et 

la 

al, 

de 

de 

secL•er"\cias 

organ3 smos -fotosint.et.ic:os perrriiten la 



pe:pt..td.1Cr.:= 

a ,,_. (3 po:-eer1 on.;:. =.i?c.Lie-nc-J.~ 

r.F. :::_:.e;:;.~11t.CJ. r E~J.OL\05 "guales <.lleno 

1178.:.t 1 par-tic.:ipan ce manera en Llrn ···r1 oe 

en O"l:.ras enzimas que ios L~nen paro 

porc:en~a.Je d2 hoinolog1ci. de a.mino.~cido:. 

di-feren-ce~ SLIOUniciades (3 he.sta a.nora de 

i.,. <Shl no;:a.ki al~ !983) y c:orr-e:;ponde c:on 

CE' la estrLtC"t:.Ltra. sec:undar'l a entre los di Ter entes 

0~·9~tusn1c~. 

ce la-=: subunJ.dades se na por 

qu.imic.o (Rott y r-.Jelson-1 1984> pos- la 

ar::c:es'lbl.l1dc.d ant1c:uerpos espec.i.-Fíc:os \l<.lein-Hi tpa ss y Berzoorn" 

J96.c.;;_ Se n.:ii propuesto que las subun1dacte:=. ex y (3 est~l arregladas 

-forman un estab1l1za.oo por la 

constituye el c:en-c.:--o dei c:ompleJo "E~arber., l.C}S71. 

su ... e.,_. 1 o:.s subunídades y Il del CF 2~-c.~ en c:ontac:to c:on 6 y 

& su9i.r1enoo SL• papel en la un1on de CF a cr=,.,-

utilizado algunos metooos 

general del complejo CF1 

c:i:-cL1l¿:¡,r ha proporcionado inTormacion 

para 

por 0.Jeorplo 

ac.erc:a de 

estudiar la 

el 

los 

d:ic:roismo 

c:a.mbios 

conTorm.;i.cionales., en CF de espinacas.,. que se deben la L\nion de 

substr.:.to (iOLtnish et a1., 1983>. Empleando sonda:; -flLtore5ec1tes se 

<Piel:. y Finel" 1983) 

inc1u;.·e:ndc los siguiente::.: 

nuclE·._·tidc:., Ltno con 

marcado s:.itios espec.i-ficos 

sit1os de 

distint2.s 

~· 

de CF • 
de: 

loca1izados 



JCE- (3 pue11't:.e 

•ti1lCC.., en ei ¡ 98 >'\:; 

:;.ul íh~Crilo a-.u· .. ,- reactivo, er. r 

u:: .... e-1 J.one f."1} un grupo ~ul-i"hidrJ.io el 

que pu e o.e m.;;.rc&r se Eo1o cuando los til ac:o1c:ie=> son incubados la 

JUZ en ¡.,. presen:::.~a cie reactivos sul-fn1orilo CCerl.one et al, 

Snyder y 1984): l5J un grLtpo en 

e c.Federsen y 1987>, (o' una tirosina 

\.l'r\O de los pol1p.;-pti.do;; \Sn.¡der y Hamme::s .. 

c.e transierencia de= energJa. í tuor~cc-nt.e hr;.n 

sé=H-....,100 p..:.-.. r~ e.·:-tablecer en -form~ gen;;:ral L'f"\ mapa es;tructura.l del 

CF de cloropla;;.i::.os; se ha establecido que esta mol-c::ula. es 

intrincodarnen-c.e as1m-?tr1ca,. con jos sitios da un1c-n de nuclec•tido5i-

1.e_:ic: de lc:o super-t-ic.íe de 1C3 memorc;n:a., q1...H? una regiClrl regula-::.ori.a 

e:st,;.., loc::a.li:::a.da en~re los 51tios de un'lon de los n~cleotidos y la 

memor.=:.n¡::i. <McC.:..rty :.-· Hamrnes~ 1.987) .. 

FUNCIONALIDAD DE LAS SUBUNlDAOES. 

Se han s.ei'",alado c.-lgunas propiedades ~unc:ionales; de las 

d"l·le1,ente:: SLlbunid.ades del 

s11bunidadeE: y (3 

eL 1982> y 

complejo CF -CF • 
1 o 

nuc::l.e>nt:idos <De no 

se piensa que (3 

f-'c:>t- ejemplo, las 

y Sugiur 3., 1984; 

posee lo=. S'ltios 

Se han identi-fic::ado algunos residuos espec~-ficos de 

este. SLtbLlnidad y los si ti os donde se une el UCCD en bacterias 

te:- 1n~i Jiic.:.s., en E. y en mitocnodrias corr-esponden 

r 4 e:::.p.:-ctivc...-.ente a los -:-:cidos 9lut.;:'"1-rnicos 204 y 215 de 1.a subunidad 

= aws ::as:u:nc a ¡, Si LQ 



1 i t ·.·., o:nioa 

SE 

s-1tr;,;1; 1lC"o;¡...c 1.Hol1err.ans j:;-33) 

::.17.,. la 1:;.ol2uc:.1n.=. ".3·=-1 t'lros1:-.a 

en t...tna 

ia csoena pE~~1ci1c5 oe la suoun1dad "doble: 

=c.cti,·idad c..a."Cal 1 t.1cc:;. 

En fotos1nte-ti::.o~ la 

con +otoa-finidad marca 

y (3 o (3 dependiendo de la 

con" or1n.C:-cl,-·r1 o ••ant~· la sonda et al, 1982; 

C:zarne\-1 et. 1984). con-forma.c:.1 on "anti .. 

req:....nerE los nucleotidos se~n un buen substrato 

Fra.sch y c:olabori:loore;; obtu.,,,.·-ier !.-O. 

prep.;:;:- c.=-c'lones de SL\bun1dad (3 de CF 1. de c:loroplasto~ que cat.a1i:an 

-..,•elo:::l.dacieJS- c:crnparable:= 

Se: t té demo:>tra.oo que 1.a subunida.d r ee necesaria para que el 

c:ornpiE.JCJ cx.-(3 reconstituido de E.~ Col; U:::ana:zawa et. al., 1963 b> y 

de et al.~ l.984) desarrolle actividad de 

H sin embargo en organismos -fotosintetic:os dicha. ... 
reconsti tL1cinn a partir de subunida.des aisla.das no se ha logrado,_ 

7Tl >itu la. suounidad r Terma e1 centro de1 complejo «.-(3 y regula 

su -=.1ct1· .. ·1d:.C:. por induc.ci.on de cambios con~ormac.ionales. La 

subi.1:ndc.d 1' en cromatc:•foros de Rhodo~pir.zJJum rubrum es necesaria 



r:.c-1 ~ '" 
pue: 1te disul-furo 

y r-tc:Ca.r"t.y, 1.984., 

Vioroney et: 1-984; Letc:ham lo= cLtales pueden 

0::1oc.rsE puen~e 01 sul-.i-uro pL•e-cien 2n-c.recru=arse--

CE del clo:-oplaE'-tD':' J.ndic:anoo que 

como L1ri~ ··compLl2rta•• ae grupo 

sulir-nd:--'110 5..,. es e~enc:ial pare la uc~1vl.dad de ATF sintetasa : .... · es 

e:' •.i:-,1ca S11 s.uburd o3dE:> r de 

nrg-a.nJ smos.. del pL1ant:.e dl =:.ul furo S1-Sz 

1nci.1c.r- l.=. a.c:tiviciao oe Al Fa.se:. 

l~ =o.lu:n.inidao r de E .. Coli ni. de m1tc•c:ondr1as. 

L:u.-~nte muc:no tiempo se propLtso QL\e l<El subunidad 6 actuaba. 

t::f7.r::.c e) s::a. ~1 o de unión F 1 y Fo. Este; proposic:ion ha sido denE"gada 

pe:- a.l9unos. aul:.ores como Ber:bon et al (1984) y Patrie y l"lc:.Ca.rty 

sug'l.eren que la subunida.d 6 parece ser 

pr1ncjpalmeni::e necesaria para pr-evenir salida. i nespec:í Tic:ei ce 

trav~s de CFo y no se requiere para la 

s1 lburádad es inhibidor de la ac:tividad A IPa.sa., 

a.dici onc.d~ 

1;~.!+ 51n 

dspl~tc:odas 

tRic:hter et 

al et al, 1984; Richter et .al,. 

s'ln ellCl po;;.ee una actividad de '°' rPasa dependiente 

2mbargo ~sta. p:--epar.ac.ion 

de CF> menos se 

1984) la C:Ltal,. no 

a 

no 

le .... 
se reasoc:ia. a tilocoides 

la subunidad adicione 

requiere directamente en 



PROPIEDADES CAl ALITICAS DE CF 
1

• 

al Proceso de activac:iun .. 

CFi. e: LHlC"I ATFa.sa la-c.en-:...e y para que maniTie=-"t:.e su -&·unc:i,··n 

cebe ser a.c:tivada .. La act::iva~1é>n .2J1 s.z~u de 12' 

energizaci.'=-"' ce la memorana .. La 

ce ci.1slado-l a't.enl:..e se pueoc= por 

con tr1ps1na ...::.....•ambutas Rac:i.:er., calor 

<F a:-ron. l97t.';' Farron y Rac:ker., 1970), ditritreitol <DTT> <l-lc:Carty 

1968>, detergentes y Bas~ili.an., 1982J. o a.lc:onoles 

(.f.,.ntor. y .Jagencor f .. 1~801. 

ce t-loCl 
- " la cB.CtJ.v:idad hidroliticc:. de la F 

nn?:: cc:oncr::.al soluble es activada por conc:entrac:ione~ 

111;:.-....·cres t..Pene-fsk:v., 1974). La ac:~ivac:i~~n t3mbiE-n ha 

=:>'l ClO cibser-,·aoa cuando parte del agua del medio de inc:ubac:i. ~....,..... e= 

un s.olven't:.e org:si.níc:o como el dirnetilsu1-ft:>xidc., 

etil•:..nglJ.col, d:imeti i-i-or ma.m1da., etc .. lde 1.987; Sak.amoto y 

1·uena. OE G~..Jme:z-PLtyou et al, 1984>. Resultados 

sirnii~res- se obtuvie.-ron di-ferentes laboratorios utilizando 

d1nein 1 acienosina tri..fo=+atas.a de esperma. de erizo de mar <Eva.ns 

Gibbons~ 1986)., piro·fos-fa.tasa. de bacterias ..fotosi.nt ~je.as 

<de Me is et al, 1985> y C.az+ -ATPa.sa de 

r·et~\c:LllO sarcopl.;.smico <de M2is et al, 1980) _ 

9 



act1vac1~1 <.A.nthon 

Es muy prooable que el 

CEl m-=-::~oo S1 estruci::ura primaria., 

o cuaternar1a. sea la por lo que 

no puece plan~earse un mecanismo comun involucrado en el proceso 

1ntt-l.llCECCt de la activioad ATF'asa en cr't. soluble .. Los tr.a~amientos 

-l-1s'lco;. que 1nC1uc:en la actividad ATFasa <Anthon v Jagenc:ior-f,. 198:'.:--; 

l1oer an 'ª St..IOLln1dad t: oe El 't'.".rai:.am1en't:.o c:on 

:.F'atr1e Mc:Carty, 1984:•.. o con e't:.anol <F~1c:.hter et al, 1984) 

Los 

qu1m3COS que J..nouc.en act.iv'l.Oad Al t=·asa en 

so1L1c.le no ll.beran lCI suounida.o &- Únicamente mooi.fican el e:=-tado 

reoo~:. de 1.o=:. puentes ois-ul-furo presen"t:.eS en 1as subuni.dacies- ·Esa 

por '"ti oles" con redLtcc.ion del puente 

C1s1_,1 fL1ro o:.s 5
2

> en la subLlnidad r y l.a acti...,acion proteo1\tica 

con la h2drólisis parcial de la SLtbunidad y Mc.Carty., 

1984; \·-:etchc;1m et al., 1984>. 

Lo:= tr 3.ta.m'l.antos de C'lctivac:ion de CF 1. con tripsina., ce.lar o 

DI 1 r.1ani fiestan Ltna ac~ívidad de ATF·asa dependiente de 

no..-males de ensayo y Rac.ker., 



i ~ 

. ' ... 

01 -1: e; '21 lC'l ¿4 ce 

OC. t1lg ll \C• _..Sl. dC.~ el cuc-i 

especi iic.ídad al 

la adici<"_o de mai:;"C.o a pH de: 

pH <Hochman y 19B1b: 1~72> 

-=.c1c:;o: dJ?oiles.. La espec::.i~l. e:: da.o al Ca.+2 

ctepende cornpl e .J.?. con el el 

no el 11bre .. Fer el contrario el ATP libre y .lo:. iones 

mE"t. ":"1l1co:= l:¡ores c:.onc:er.~ra.c:.1ones elevadas ac:tua.n como 

=or.;pe""C.::i.ti·..;o:.- Loe Ca +z> c;ue ·forman el 

SL1b=tr-ato rr. :.,.: ac:t:.1vo son a su ve= los inhibida.res m::G potentes en 

aunque et.ros 

nuclent"1oo:= con el anillo purín1co como el GTF' y el ITF tambi~n 

sin ernbargo"" l.as p1rimid1nas como el UTP y el. 

Cl:C no son hidroll.=adas <Vambut.c;1;s y Raker. 196!5> .. La compa.racion 

en Ja e:=>.pE"c.1Tic::.iad oe los subs"'tr-atos para Al Pasa )-• ATP-s:intetasa 

d.3n resulta.dos seme.:>ant.es (Franek y Strotmann. 1981.) .. 

Durc;:i.nT"e 1-a s.ct.ivac1on de la ATF'asa de1 complejo CF"t-CF'l, unido 

e::d.sten dos -fenC':nenos; primera. la -formacion de un 

pctenc:.12'} protónmotr1: <,...., µH a traves de la membrar.a y segundo .. 

la 1nducc:it-1n de un cambio conformac3onal en el segmento CF ,_ de la 

¡!:..\\Pasa. e:::poniendo el residuo S 
3 

y haciendo accesible el puente 

disL~l.fL1ro S -S a la ruptura por red\..\cción de dicho puente.. A 1a 
• z 

~nver&a los grupos 

Gr. presencia del 

tio1 S • 
1 

S se 
z 

protegen de 1os 

se e:;:ponen cuando el 

agentes o::idantes 

.::..µH se cancela 

1985>- Estos dos procesos que llevan a la .activación de 

11 



cr 1. 

rs-ouc~c.t "C.1orreoo;:ina \.Mills i•\itc::.heii" 

(1984.· y Mitc:.hell" proponen 

o.;:-spro"C.on;;.c:1.~~n sul-fnidrilo de ATF·asa- Con CF "t.-C.Ft".' 

r-econstl.tuJ.dC en lJ.posoma.5> ias ac:-civid.-=:.de5 ATr·a.s& y 

ATPasa 

la activ~c:inr. oe 1...E- en=1ma. 5.e produce tambir-n ur.a üc:tivaci·un de la 

Gn le oscuridad coñ\O para le E:ntasi.s de A,P 

b> E-fectc del gradiG>nte de protcn12s. 

E.s claro GL'e l;;. s1ntesis de HTF esta ~c:oplaoa al -fl.u.Jo de 

pro""C.cne:= oe a.dentro ha.tia a.f'.uera del til.ac.oide y que depende del 

v.;..lor de-1 ..::.. j.,H c. tra.v~s de la. merr.::n-ana .. 

Se ha reportado un.;;. estequiometr\.a de 3 para. 1a. relaci~n H-+ a 

,-~ i F d!..lrente l.a sintesis de ATF- en cloroplastos <.Oa.venpor-t y 

c:on Ci='1.-CFo reccnst.itLtido en l1posorna.s \.De....,ey y 

l-\smme=.o: 1'781l.. Sin embargo., se hcan enco~t:-.3do relac:iones entre 2 y 

8 en l:ipos.oma5 · r-ec:onstitui.dos c:on ATPasas de de 

le~ .. ·ac!ura y c:.on bac:teriorrodopE-ina (" ... 'an der Bend et al, 198.ll), y 

·;.os t c.. s pa'l' ec:en depePder de i .. na. tur-aleza de lo=: lípidos usados. 

ll durante }c;l inducc.i•.'n por ·flashes de la a.c.tividc::.d •~I P-si.ntetasa 

12 



cloroplascns ser Oi"=!'pano1.cn'te 

i:.ccas. lo..: pr ot.::i:.e-;. GLl~ ;:;e- ~ran::;ioc:a.n debído al 

1 o;; e:-• til ac:oioe mis me. e-f1c:ienc:ia 

1~ E 1nLt?S:l = o~ ?-. 'r: ~ ye- quE~ C?l Toto;;;i;:;.tema 1 es m ~i: e-fiel ente ..... ;e 

cuando los: dos i:.rabs.Jan en seria .. 

5'111 Dav•enport Mc:Carty (1'T84: no encuent:ran ninguna. 

protones la 

han 1 nterpr et a.do pc::u- la de c:iertos en los 

t•lacoide=. donde los protones no es tan equilibriados con el resto 

de -fa:e acuosa t.Dilley y Sc.hreiber., 1.984; Laszlo et al., 1904; 

Hor.g y JL1r.g., 1983;; .JL\nge et al'! 1984; Schreiber., 1qe4a., b) .. 

Como ha mencionado el complejo A"TP-sintetasa de 

mii:.oconarias~ cloropla.s"t.os y o.ac:terias ca.tali;:a l.a s.inte~:i.5 de ATF 

par-t:ir de ADF' y usando la energ1a del gradiente 

prot~-,n-eleci:.roqu\mico derivado del transporte de electrones .. El 

mecanismo por el cual e:as en~imas usan la energta deri..,·ada del 

gr~d~ente no ~e conoce. 

Boyer y colaboradores <.Boyer et al 1973., 1982> 

ob~ervar .. on qL1e l.a F .. soluble cata liza. un intercambio entre eJ. 

o::'igeno del agua y el o;:igeno de1 ·fes.fato- Estos estudios y otros 

en CF .. partic.ulada indican la del. gradiente de 

protones no es nec:eo;:;.aria para. la si.ntesis de ATF en el sitio 

13 



por pe:--r.n+_J.r CJiE"-OC::lii>C::lº o.;i a"4i ir 

Ja que 

necj enten12n~e demo:=;.trr.do en F 

' 

sido 

:;;olLtble y en 

ausenc::J.~ oe c;:rc:dJ.en-r.e se sin-t.e-ci:::a ATP a partir ce ADF y P1 del 

med10 cuando parte del agua de ha sioo reempla:::aca. por 

di+erente= sol.ven~es organl.c::Os <Gomez-Puyou et a.1 1986, Sa1.::amoto 

1984. 1<7631.. F'o:- oi:.ro lado se obser-vo que actividad 

e~, F·asa d& F ;;:.e inhibe- en presencia de conc2ntrac:.i.ones ce solvente 

org~nico QLle e=:i:.imulan al rr.a::imo la stntes.is de ATP (de t"leis., 

198-S-~ .. 

sr' IOS DE LINIDN DE NUCLEDTIDOS. 

Los nuc:le!· .. tidos unidos ai.sla.do han sido invest1gados 

po:- gr-an numE"ro oe grLtpos <Banai et al'!' 1978; BrLlist y Hamme=. 

1 '781: y Galmic:r,e., .1977; Shoshan et Van der 

t-1euJen y ~c--v1nd_12e. 1977i.. El numero de nuc.leot:idos incorpora.dos 

por mo1~:-cLtla de CF.1 como las c:ara.c.teri sticas de la 

parecen depender ampliamente del nucleotido suplementado a.l medio 

y de la ausenc:ia o presencia de iones metálicos <B.a.na.i et .al, 

1978; Gi.r-c:.ult et al., 1982>- Se han observado tres sitios de uni~~ 

de nucleótidos con caracteristicas distinta~ en aislado: 

Monde hay un ADF por- mol~cLtla de en=ima qL1e perm~nec:e unido a ~sta 

de di.ttl:isi prol::::ngc:..da o -fil tr-ac:ión en gel., Bruist y 

14 



de d• 

ntac1e··Lino::;: l .. E J.nd3can al 'S3t3CJ 

del ADF· es lOü vec:es menor que ·.,.;elocidad de 

M1dr····ll sl = ae .=~·¡F. Lo=: m1smos autores (19821 reporta.ron que en l.a 

pre!:eric:1.:. oe- Cr •2' el CF"i .ac:."tr .... ado oor calor sE inact1va por la. 

un1·..,,:-~ de t.;.DF .;...) SJ.<:.20 1., pero no por ATP. En la presencia de M:g·•z 

Al" r- o otro sitio {Si ~io 2) del cual no es removido por-

dial:s.sJs- filtraci•.:.•n en gel o curante el recambio cata.l ít1co de la 

era pr- e~enc.1a <BrLtist 1<?81) .. Far 

a un e.ercer s1tio <sitio ~-.J cor. t<-:::! de 4;.-·t·l para CF'l a.is.lado o 

oe 2,:.41~ paro el c:omp!e.Jo CFo-CF t. reconstitLtido liposomas <Brui.st: 

19B:::-; Cerione y Hammes, 1982; e~:.isten m.As de uno de 

esto=. si"tJ.os por en=ima <Girat.ult et al'! 1988;,. y se c:ree que ~st.e 

EJ c:on'tenido intrínseco de ADP reportado para CF1. pur-i'1=icado,. 

a~ rn de=opu~s del tratamiE!nto para remover el ADP residual,. es de 

ADF- por CF'1 <Girau1't et .a.l., 1.982>. CF1.-CFo contiene por lo 

menos ADF y ATF por moi \Cerione y Hammes" 1981>. 1 ilacoides 

en presencia de [1.
4 CJADF' unen 0.85 <Sc:humann~ J9S4} a 

moles de nuc:leotido rc..dio.:...=tivo (Bic:J::el-Saridl:;t..>tter,. 1983> por 

mol de CF 1 bc_io r=ondiciones de estado estacionario de Ja actividad 

~n::.im:.,t;ca.. Sin embargo ademas de ese nucleotido radioactivo,. 

nuc:le~··tidos no intercambia.bles y no radioactivos deben estar 

presentes. 

l5 



Girauit y cc•laba;-?doreo;;:. c:ar~c:-.:..e.-ri=:aron 

cr-,. aisla.do~ e ~nd'J.can 1.a 

prese1--.c-,¿:. cie oo=. s1t10:. de alta =~1r11dad para ADF. o AlF t!-_d=l-·5;·M> 

S.'l t''lc• con ,~ ... ["iF end•.:>92no no intercambJ. a ble,. v 'tre;¡ sj -c.1os oe ba_ja 

que unen ADF-· o AtP con una constante 

15·-2ü la e~tabi.l1dad oe los nuc1eótidos en los- :sitio:. de 

ba.Ja a..finidad se incrementa por la activacic~ de CF ~ por calor,. y 

'la rernoc'ic•n de ias subunid~cies e- o r no a.-fecta nJ. ei numero ni los 

parame~ros ds=- union de 1os sitios.. 

CF~ contiene oos cc-."t.egorias de s'i.tios de ur.ion de 

nu.cleót.iaos: los denominados 11de union ..fuerte" con CJ 

menor ...,... los de ·•union debi.1.. con una l<. :::! mayui-. Con el CF i_ u.ni.do a 

membrane?o las .a-finidades por los nuc.leotidos se rriodi-fic.a.n por 1a 

i n~er a.cc::i ó·n de enzima con membrana. del til.a.c::oide., por 

energi.z¡;c:i·.~n luminosa. y pcr lci. ~uer=:a protnr1 motr\z resultante; en 

•?s"'t..o -to1-ma une de los denominados sitio "de unión -fuerte" en CF1 

unioa membrana <Ga.1mic:he et al1 1985) La ac:tivacit::..n de l.a 

A.TFs11-.te-casa er, tilac:oides tiene como c.arac.tertstica 1a de 

"l.nter- c:.::.mbiar sus nuc:leotidas unidos con los nuc.leoi:.idos li.bres del 

medio <Harris y Slater., 1975; Strotmann et al.., 1979) ... 

Parte de los nuc:.leot1dos unidos en l.a ATPa.sa. de clorop1astos 

son intercambiables-; mientras que otra parte no. Con 

concentraciones altas de ADP en e1 medio y en 1a 1uz 

éopro;:imad.c;.ffu?nte ::;.5'l., de1 tota1 de mol.écula.s de la. en:i.rna. contienen 

(-l'OP L•nido debilmente y 65% ADP u.nido -fLlertemente; y práctica.mente 
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' l 

REGULACION OE LA AIPa~D. 

Se saoe q•.H: para que la -foto--fos.forilaci-.:tn tenga. luga.r deben 

establecerse valores cr it.icos de y segun Gr~ber y 

Schlodder (1981},. la .-foi:.o-fos.-rorilacinro como +uncion del ~pH 

est~ limitade?r< por de mole:::::ulas de A1 F'asa activas 

c.uC1ondc el potenc::i.al ce -fos-f~to es: ba._io. F-ero cuando el potencial 

OE fo:;;¡fai::o es a.1 to'! hidrL-,i'l.SlS OE ATF-· suceder a a bC'.jos .:,pH 

ante=. que 1 a s.1ntes1s de ATF' i::.omE!' 1.uQa..r con el 3ncremeni:.o en el 

~~PI t~ Sin emoargo,. la regulac:ion del proceso global parec::e inc:!.~:i-:­

otros con~roles c1n~"t.1co;:; en adición al coni:.rol termodinam'i.co y a 

La -fot.ofos-iorilac:ion por la en=ima CF ,_ en cloroplastos roto5 

C.tilacoides jntac::tos> suceda casi linealmente c:on el tiempo hasta. 

que la mayo:- parte del ADP es convertido a ATP. La velocidad de 

hicir0lisis de AiF· en cloropl.astos rotos i1uminados es más 1enta. 

que la. velocidad de hidrólisis en 1a oscuri.da.d cu.andel la ATPasa se 

pr· evi amente c:on luz~ aun en le\ presencia de 

ar sen.ato., o -fos-f-02nol piruvato <PEP)/p:iruv ... to cinasa. que ·e1imina 

la de tSherman y Wimmer., 1982>- Sajo condiciones 

le. afinid~d aparente pat-c:-. e1 ATP e=. menor., por L1n 

orden rie r.1agnitud.. que la a.-finjdad por el ADP. En el cambio a 

hidr'!._•l 1 sis r-.etc (oscur:idc-:d) en membr-anas., la ·a.-fin"idad por.a el 

se 'lncr-ementa>. dra,n.::tic.~1.. ente <Franek y Strotmann., 'l.961). Estos 

1.7 



oc= 

1.- Tormec10n y otra 

ATF y 

que perrn'l.'ten llegar mis1na 

se rnencion.an continuac..1•_·,n. en 

clorapi.c-:~c.:=. modi-f'l.cado~ por- glu"taraldehÍdc se 

i r.nioici Of""l d1-f-erenc:.1a..l ce ce A1 F- y de]. 

Fi:ATF ··c:i.spara.do"' con iLl= y Snavit" l.993). 

5nosr.éin y Sh;:.v1i:. {1979) reportan 1nhib1ci~.., di-ferenc:ial producida 

por- CF en la 51Ín"tes1s e hidro1isis del ATF-' en 
i 

mernorana=: dE cloroplas~os. Estud1os respecto al intercamb:io F'1-H O 
z 

en cloroplae."C.os n.=.n mo:.-::.rado que lo? J.nhioic1c-r1 de la nidr~Sl.i=>.i~ de 

.L•-t= ne. e=: prc:.•a 1Jcida por un ca:no:.o en las constantes de 

veloc1oac la hidrolisjs y disoc:.iac::.i~n del 

EFEC10 DE BLOQUEADORES DE GRUPOS SH. 

activación de ].a ATPasa dependiente de energ1a 

relacio:-ia.da., probablemente .. a un cambio con-forma.ci.ona1 de 

ocurrencia. de dichos cambios con-forrnac:iona.les se ha 

demostre:.-do pcr- incorporación de agua 

.J¿:.ge-ndor.f., 1.972>1' tambi€>-l'"l e]. cambio 

1A 

tr-itlada. en CF • 
con-formacional 

<Ryrie y 

ha sido 



a::-.-·a: p~r 

~1u~res.= a ne: J. a 

un1a= <Wagner y 

incorpore.el .-.n en CF . 

OE 

Strc"!":m¿..nn 

de 

1'982) y la 

y Fagan.,. 

reac:-c.1 · ... ·o sul~ni.drilo tJ:M su ana.logc 

:..i-c-1-ar.::. l '.l non.;. f til-4 ;rr.al~imi.da et a.1,. 

::.. Fer energ1zac:ion de las memora.nas 

un -SH ad1c1on=il moo:i-i1c:a en y ésta se 

como ADP y Pi {M~Carty y 

l·lc:Car-cy .. 1977)_ La male-imida oi-fun.=i.on2l 

en't:.rec:rLt::a los grupo5 -Sl-I ce el 

el a.c:ce-sib.le en leo lu::<::~ 1nc:rernentando 

J v p::::r-·nii.abiJidad -=' protones de la ATF"a.sa unida a membrana. \l1Je1ss y 

r1cC.:;ort'!-'':: 19771_ F·or lo que se se cree que el grupo -SH que se 

ce pro't:.ones a 

r·1cCarty~ 1977:i .. 

pre~.,·1os c:on 

del complejo 

bismaleimidas que 

CF CF 
o • 

tienen 

long1tlld entre los. dobles enlaces elec:tro-fí1ic:os 

<.centro=: reactivo=:;)., mostraron' que estos compuestos 

DG:b:ido que las bi s:na.leirnidas son mol écula.s 

p\.•e:·den alc:anza.r di-ferente:;. conformaciones y por 

<t.rJeis.s 

di-ferente 

rea.c:tivos 

inhiben l.a 

fle::ibles., 

rE~cc:icular c:.c~n grupos distancia=> rr;enores de las de los 

J \.n1ites de su c:on.fo:-mac:icn completamente e:~tendida_ 



];;. c::a~alitl.co 

F st.1-fre .,,F'edersen 
' 

r.o c:;;encia.Jes ... s1nt:.es'l:. oel AIF, locali=-:=tcic::•S 

la.a del complejo puedan 

encor~t.r ar se en ambientes con ci.1-i-erente- o 

h'1.dro-fi.1ic::i.dad pe:- 1.o que.,. dependiendo oel r.1icroambiente en el que 

se- lcn:::alH::en dicho=:. grupos -Sh serbn o no acc:e:.ibles a n1aleimidas 

La primera parte oe esi:e trabajo se .fundarr.entó en e1 

s:1gu1ente pl.:::::-.teamiento: dado que l.os cambios. c:cn.formac:i.ona.le::;. que 

suceoer: en la H+-ATPasa ce cloroplas-tos por energizsc.ion de 1a. 

membr"n-=' .. grLtpos -funcion&les es probable que el 

e=.t;:.do reao~: oe esos grupos~ en las di+en~es 5ubunidades de 1a 

en=::i.rr.~ c:orrelaci-~nen con la actividad enzim'?ltic:a. 

E_ l objetivo pretende dilt..lCic:ia.r S1 el c:a.mbio 

co1-.~ or m~c:i onc;1.l 
-+ 

que adquiere e1 complejo H -ATF'asa. pa.ra l.a. sintesis 

de A, P es igual. o di-ferente al que requiere para la hidrólisis ... 

Far21 responder a este objetivo se uti1i=.ó un grupo de doc:.e 

maleimidc-s. monofuncionales y bi-funcionales., que poseen una gama 

.:-mplia. de coe-fic:ientes de repa.rto y di-fer entes distanc:ia.s entre 



lne: r.:e-1.rr C':=. r e3o::::ti· ... ·o~- qntre :: .. ::s.s. 

e· ... aJ11·· e=-fec:tn en :o.ctivict1.oe=-

usu.alrnents> SE e-fec:t:.Ú.a er. medios 

ac:ucso~. -rr e>C:Li e-nten1en"te ba..JO c:onsid2r-ac:1 c-n de que el agua 

represent.;;. el ~olvente real .z.o, l'.Zl'•?- S:in emoargo se ha: sugerido que 

el microatnbiente CE la en=imas Ltnidas membranas., como la 

H~ -ATF'a.sa, y ccomple.JOS rr.ultien;:imaticos pocr-1a ser menos poia.r- que 

el de un medio totalrnen""::.e- acuoso ü1asters.. 1981; Cmiey )-" Wolos.iuk, 

1985.:... A !a +ec:nc;. no es claro el papel oe las modi-f1c:ac:ion~s en el 

nncr oa1nn1ente en la regul.:=.icion en::.i;nat1c:a.. El LJ$0 de solventes 

oe activioad contribuido al entendimiento del 

e-fecto o.e: 1~ polarid=d del medio en las enzimas... En el campo 

de lr 01oenerg-=-t1c:a el uso de los disolventes org~ic:os ha sido 

t..1nc;a vc.ilJ.osa pare. el estudio y entendimiento de la 

estrL1c::t:urcri y propiedades del complejo H-t·-ATPasa <Fc-F:1' ... 

En el transcurso de nuestra investigacion con maleimidas se 

observ•:> que a.lgLtnas de ellas son poco solubles en agua por- 1o que 

se selecc:1onaron algunos solventes orgánicos como: 

N.,N-dimetilTormamid.:io <DMF>., acetato de etilo., tetrahidro-furano., 

dimeto:.:ietano e isopr-opanol., para. solubilizarlas y adicionar-las a 

los medios de ens.a.yo; al reali:::ar los controles pertinentes., siñ 

maleimidas., de algunas actividades -fotosint.::::-tica s en presencia de 

= ol VC?ntes., observamos l.a dimet:i l To:- mi?. mi da produc.ia 

efect-os d'r 2-un~ticos en dic:has acti .... .-idc:tdes del clor-.::Jplasto- F"or lo 



el ;: l QUl t=-nL E? ce 

Tase 
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(J) COMPI m:s 1 os OIJ1MIC:L1S,léftf\>.1 IVO!=: y Hl'>TF.Hll"I- n101_ OúJc;(l. 

Lo:=; materiale=o. empleados en e;.te tr-ab~jo -fueren obtenidos de 

jc;.s. -fue-rite:;. 

t.,ac1ona1 de 

descri'tc po..-

ao~jo indicadas= semillas cníchc;¡ro 

Semillas>, 

de t-le1s 

32CPi:JF·i <ICN) puri-f1caoo por 

<19B4i,. [~-3zF-iJATP preparado de 

CProduc::tora 

el m~todo 

acuerdo a. 

Glynn y Chappel (1964). Los no:nores y estrLtctu.ras ce 1as 

rn.c:oleimidc:-:: d1metil'i-ormam:ida empleacas en es""t:e traoa30 se 

+uen"'t:ES o:::""t:enci on se indican 

t.J-6?til - maleimida.., l.-H-pirrol-2., 5-diona. N-<4-caroo~d-3 

-hidr .. O:.-!l. -fen1 l )-maleimida (SIGMA Chemic:a.l t-..i-N.,dimetil-

forma.mida. hl-metilol - male:irnida y 

-fueroit =.1•-1t:eti:=aoas segun lo reportado por 

1·J-1J·., etilenbi smaleiml da 

i awney et al <1961.> y 

Hed.;.yo;:.. al {1966> respec:tJ.vamente;: t-.J-1..J' ,.bi :=..mrtl eim1 da.., 

N-t-.1'., di hidro~:J.eti lenbj smal eim:ida -fueroo 

Silva (!981>; N-Teni1maleimida <Aldrich>., 

t-J-t.1· -tr1 rr.et ilenb1 sma l eimida y N-N'-tetram"?tilenbismaleimida -fueron 

t2> DBTENCION DE PLANTAS DE CHICHARO-

Desde hace ya. varios ai"íos en nuestro laboratorjo se han 

..:;..isla.do c:loroplastos pare- tres própositos principales: 

Estudio de -foto~os-forilación., tr8n=sporte de electrón.es, y 

y liberacit!:.>n de o::Jgeno en pre5encia de o::idantes natural es 

i• 



usualmente se en medios 

a.c:ocsos.. -Trecue-n~e>n1en~e bajo c:onsiderac.3 <-..n de que el agua 

el r..icroambiente oe la membranas. c:omo la 

H+ -A1Pa.sa.'! y mul-c.1en=imaticos poor1a ser menos polar que 

el o.e- mca10 tot.?lmen":.e ac.~Joso ü1aste:-s. 1981; Co:rley v Wolosiuk, 

en la regulac:1on Ei uso oe solvente:> 

.;oc:ti'.'ldo?td ce-tal t tic.a contribuido al entendimiento de} 

med'l.o en las en=1m~s. En el campo 

oe l;;; disolventes org,:;-.-n1c.os ha sido 

nerrc:.m1enta pare:. el estudio y entendimiento de la 

esi:.ructLtra y propl.edades del complejo H"' -ATPasa (.F ~-F ~ '· 

En e! transcurso de nuest:-a. i.nvestigac.ión con ma.leimidas se 

ooserv <.. qL•e algunas de e11as son poco solubles en agua por lo que 

se selec:.c1onaron a.1gunos solventes org~nicos como: 

N.,r.J-dimetil-formamidc- <DMF>,. ac:etato 

dimeto~~ieta.no 

los medios 

mc:tleinddc:i ~. 

de 

de 

isopr-opanol, para 

ens.ayo; al r-eali=ar 

algunas actividades 

::;olventes,. observa.naos 

de eti.lo., tetrahidro~urano. 

s.olubilizar1as y adicionarlas 

los controles pertinentes., siñ 

-fotosintetic.as en presencia de 

l.a dimo:=til-formc::trrd da produc. \a 

efe:.ctos dr·c:t.m.=tticos en dichas actividñdes del cloroplasto. Por lo 
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b.iol!..>gl.CO 

depe-nd1 enc:o 

u:e-dos. 

co. 
z 

;=:o.01ponen~e-= 

usar, la 

d:=i 

e=.tructurale:; 

el 

peora el c:ua.1 

en=imas. El rn.;\terial 

ensayo sen establecidos 

los clor-oplastos 

Se h.=iin ai=-lado cloroplas.t.os con diversos usos de ~•na ser·1e 

amplx.;;. de vegetale:;; si.n embargo los mas cornunmen~e empleadas. son: 

c:h1c:naro sa-t.ivum> .. espinaca <. Sp.inacea oleracea>~ lechL19a 

La planta que utili::.amos en este traba.jo -fue el c.htcharo ya 

que puede crecerse en el laboratorio c::on relativa Taci1idad. Es 

pre-ferible usar una var1edad enana. con germinac:ion uni+orme .. La 

principal ventaja. del chic::haro es que en condiciones apropiadas 

PL'eoe crecer en suelo o en un medio inerte (c:orr.o vermic::u.lita) si.n 

mostr~r seña.les ce de-fi.cienc:ia miner-al., s1 1a luz,. temperatura y 

humeoa.d se mantJ.enen constantes.; 1o que conduce a la obtención de 

m~i:.erial vegetal reproduc:.ible. 

La :;lembra y cultivo - de las plantas de c:hi.c:haro se real.izL., de 

la.s ::;.iQLdente manera.; se humedec:i~ron con agua entre 35 y 40 g de 

se111illa.$ de c.htc.haro durante una noche.. F'.=.ra lograr humidi:·fic:ac:i.ón 

completa y evitar la c:ontaminac:ion de las semillas por 

-ferment.:;.cl<~n se colocaron en un fragmento de gasa <de apro>:i-

madament.12 2(.!cm X 2ücm> que se sujetó 1a llave del agua, se hi20 

-fluir- el ~gua. <goteando) y se mantuvo a;;l. durante 12 a 15 horas .. 
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1 abla l ... Compuestos ensa.yados .. 

Estructura Distar1cia 

entre centres 

re.activo5 

e.a.> 

N,N·-dimetil-formamida. 

CDMF> 

l-H-pirrol-2,5-diona 

( M ) 

ra.dicel maleimido 

N-etilmaleimida 

<NEM> 

N-metilo1maleimida M -CH2 OH 

N,i=enilma.leimida. 

N-(4-carboxi-3-hidroxi-

fanil)mol cimida 

"Z.5 



Cc:ontinuacl. ·;-n 1 abla 1: 

Nombre Estruc:tur-a 

N-cloro metil-

maleimida 
M-CH2 Cl 

N.,Nº-bismaleimida M-M 

N.,N"-etilenbi~maleimida M-(CH 
2

} 
2 

-M 

N,N·-dihidroxietilen-

bísmaleimida 
M-(CH-OH)

2
-M 

1.,3-trimeti.len-

bi ~ ma leimi da 
M-(CH

2
l

3
- M 

1 

1 
Bi !Smalai midometi le ter M-CH

2
-0-CH

2
-M 

M 1.,4..:..te~rametilen 

M-(CH
2 

)Ít -M 
bismaleimida 

! • 

-- ., ·-·--- ·---- -·· '2..6 
·--·------·---- ------

Dista.nc:ia 

entre centros 

reac:ti.vos 

tA> 

3.5 

5.S 

7.S 

7.S 

S.3 

8.S 

9.2 

.¡. 
i 



: ;:::;:= .:E.-tt1-il1~:::=:. se se.-mt::..rc::..ror1 en su2lo h••-".""~-

a 1500 lLt;:} por 13 OE' oosc:ur J dad 

r1ego c::ada :;. ,-, 4 di.as-

<3> DBTENCION DE CLORDPLASTOS INTACTOS. 

·foto~os~orilacion ha 

c:loropl.3s:tos 

perd1do sL• 

tilac:oioeG 

lavados., 

envoltura 

aisladas> .. 

se trata 

<JagendorT., 

sido estLtdiada amplia.mente en 

de 

el 

c1orop1astos rotos 

contenjdo estroma.! 

1977>- Esos estudios 

que han 

<membranas 

sugieren 

que le; enzima CH .. -ATF'asa, -Factor de acoplamiento o CF0-CF1) puede 

diTerentes estados con-formac:iones que tienen 

.ac:tivid.:.1d dependiendo de las condic:ionec;;; e::per1menta1es 

usaoZts para SL• obtencio.-i.. 

i os cloroplastos la.va.dos pr ác:tica.mente no catali.:an la 

hidr-•..:•l'lsis de A"íF' a ADF' y Pi., aun cuando el sustrato se -fije al 

activo <Wimmer y Rose, 1977>. El ..factor de acoplamiento 

tiene una. actividad latente de ATPa.sa ya que la ·incubacion de 

CFo-CFt., unido a la membrana del tilacoide., cerca de su pH dual 

r.'-ptimo <pH B del lado de CF1 externo y_ pH 5 interno.,. del lado d~ 

CFo> en presencia. de di ti oles (reactivos sul-fhidrilo> como 

c:istein.et. 7 ditiotreitoI o ác:ido 1ipoic:o permite 1a e:-;presión de la 

ac:tivida.d ATP.asa.,. dependiente de y/o <Ka plan y 

77 
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.J~gr;;.r10~-.... ., ]Q.f=..,-: Fei:t- <=-el. ~-:- ri .. 1:;..:,5;_ 

Se 

Cf- •• -cr-'l 

prcp¡_:asto 

O& ur.¿:o. 

¿,J 

q::....•e catal1.;:a la 

c::uc;.J oc~trre- esto... e por- que le;. ac:i:.iv:.dod oe ATF·a;;a no SE e~:p:-asa 

en la en=ima no tr.odiTic::ada es moi:.l.vo ce c::on"";:.roversia~- Por otro 

lado., e:-:iste duda de si la modi.fJ.cac::ion del -fc:oc::tor de- acoplami2nto 

c:on ditioles ~iene o no a1gLtna siQni-fic::.:=.nc::ieo Tisiologl.c::.:;.. .. 

la ac:t'i...,·idad de ATF c.~a en c::loropl a ;;to:=. ba,JO condicionas 

l .o; activa.c::ion dec::ir., 

end.-.geno dE>l c::loroplasto 

con 

Sl.11 

iu;:., con 

adjci~n 

el 

de 

di ti ole:=. Se ha. indicado qLtE' 105 cloropla.stos int.s.ctos 

pr.~ctic:ament.e todas las ac::ti-.,·idades -fotoqu J micas 

rEali=ca.n lo:= c:loroplastos cuando se encuentran er. l.a hoja_ 

que 

Por 

esto se eligit.:~ la tC?c:nJ.c:a de aislamiento de c1oropl.:..st.os. intactos 

ac:tivac.ion de ATF'asa. propuesto por Mi11s et a.1 <1.980) que se 

de:cribe a continuación-

Se: co::.ec:.ha.ron 50-6C>g de plantas de chicharo cortadas 

a.pro~dtr.adc:amente un cent1metro por encima de1 suelo. Se lava.ron c::cn 

agL1a dastilada y seccionaron en segmentos menores de 0.5c:m., se 

c:oloc.3ron en vaso de licuadora. que contenia 150ml de medio de 

a.islcmie1,to a 4°C., c:on 1a siguiente composición: 

Sorbitol 

Acido Asc.-,rbic:o 

'28 

--

0.35 H 

5 mH 



pre· .. r1amc=nte 

cent,. i Íl•g-:.• 

a.Ju~tad,::, a pH 6-5 con i<OH-

humedec::1da con medio de e.isla.mienl:.o. 

por a 4"~c_ 

C:l 

El 

Tiltr-a.do se 

precipitado 

(clor-oplo=.tos) se lavt...-. una ve= con 40 ml de medio ce ai~lamiento y 

se ree:_1ependiv en 1-2 ml de medio de resuspen-:i.on ccnteniendo: 

Sorbitol 

Acido etilén-di.aminotetreo­

a.cético 

ü ... 35 

2 

r·; 

mM 

HgClz mM 

Ac:.ido N-2hidro,:ietilpipera.­

;:ina-N"-2-etanosu1-fón'1cO 

HE PES 

a_jt..1stacio a pH 7.6 con KOH 

5ü rnH 

EE 

La=: el oroplastos se separaron en alíc:uo~as de (J_l a '-:> .. 5 1nl y 

ma.i--.tu ..... ieron a 4°C en la obscuridad durante una nora ante5 de 

utilizarlos para. los ensayos. 

En los casos el paquete de cloroplastos -fue 

resuspendido cuidadosa.mente con un pinc:el de -fibras suaves.. Usando· 

el rr.<?todo descrito arriba se obtienen prepara cienes de 

c::lorcplcistos-: con un rendimiento de 5C>-7ü:-:. de c:loroplastos 

i.ntac:tcs., lo qt.te puede ser estimado por su imperrrre.a.bil.idad a 



De le 

t4) CUANTIFlCAClON DE CLOROFILA-

Los c.loroplasto: aislados contienen dos tipos de clorofilas 

la i ... b. ca o~ de c::loro.fíla. presenta un espectro de 

aOsorc:.c. .. -i d1-farer.i:e del solvente usado par~ 5U 

e:!trC1cci-:•n.. El c..?tlc::uio de la c:.antiOad de c:.loro..fila presente en los 

c:lorcpl...- =t..;::.~ re-flejar lo? suma las -fracciones 

Le; cloro-fila se c:uan:ti-fic:o por el método reporta.do por Arnon 

Se adic:ionc:'lr-on 0 ... 05 ml de suspension de cloropla.stos en S ml 

de acetona al 80/.. (en HzO v/v)'! se tapó y agito vigcrosamante en 

vorte:t (mod... l=:.550-6>., se mantuvo en la oscuridad por 5 min para 

permitir e::.;traccic>n y solubili=ac:.ion de l.a c.lor-o-fi1a en l.a 

-=-c:ctor..3 y evitar st..1 degr.adac1on por- lLl=- Se centri..fugó a 2000 rpm 

durante 5 min en centri-Fuga c.linica <SOL-BAT mod ... ..J-12) para 

sedimentar las proteínas y otros residuos de 1os cloropla.stos.. S~ 

midi..-.. la absorción del sobren.;1.dante a 663 nm y ai 645 nm en un 

(8ECFMAhl mod DU-64>, Lttilizando cc1no blanco 

~c:eto:--.a al El. contenido de cloro-fila en l.as muestras se 

3,-, 



C = <2C:-2 A-:= 
..;'i ~ !""> 

e = µg de cinro-i"i1.~/ml 

20 2 y a o=:. c:=rnst.3r.tes de:-rivadas de: los coe-ficient.es di: 

(5) as·¡ ENCION DE CLOROPLAS"T os LAVADOS-

Cuando se d:e~ea. el.iminar ia envoltura de los cloroplast.os., la 

proi:eina estroma.l y dCtivadores e i.nhibidores e:=-:ogenos es 

conveniente dih .. t1r 

colectar las membranas 

(6) ACTIVACION POR 

LA MEMBRANA DEL TILACOIDE. 

c:on medio de resuspensinn <inciso 3) y 

tilac::oides <c.loroplastos lavados> por 

LUZ DE CF -CF 
o 

+2 
<Hg -ATPasa> UNIDO A 

Mills y Hitc:hel (1982) sugirieron que -factores 

endógenos contenidos en e1 estroma del cloroplasto que ~uncionan 

en la modulación de la. actividad ATPasa dependiente de 1·1g +z 

de CF o-CF 1 por luz-

La activación de CFo-CF'.2.,. se e-fec::tuo por iluminación de los 

c:Joroplastos con un proyector S\"Jayer 550 A que tiene lámpara de 



=-·· ... Ju:: i1c::.;::. .... ·• 

claroplastosJ.. EJ 

pa;¿::ot Q tr;::.:v"""'E oe una lente ce iz,¡;;.i.·;a que c:cnsis~e ce un¿:. bo"t:ella 

con oe s.ul-fa.to de e ocre a.1 como filtro 

iumJ.nosc v oe c:~lc.r \En este traoa,J.o se L1til1::0 la len"::.e ele l=c;;•..,;a 

:01e:npre que los c:.lor-oplasi:.os Tueron iluminados con proyector}.. La. 

que pasa.o a los 1ados y por- encima de la suspension de 

c:.loroplas-i:o: se re-flejó sobre dicha suspens1on mediante dos 

es.pe Jos {-formando .¿.ngulo., apr-o~:.imadamente~ de eoº entre 

la. .fuente lumino::.a y detras de la. suspension de 

c.loroplastos .. 

Los medios de a.ctivac:16n esta.bar. constituido por: 

<i} 0.25 ml de l.ln med20 con la siguiente composi.c:i.~n: 

Sorbitol 

Tric:ina 

ajustado a pH B con 1::::01-1 

1 .. 2 

100 

M 

mM 

<.i.i·> 0 .. 65 ml de med'io para lisar los c::loroplastos-: 

5 

15 mM 

pH 8 <a.justado c:on t<:OH> 

(.i.%.J) ml de cloroplastos con.e.entrados. conteniendo 

Si salo se utili~a el medio (;i) para re suspender los 

estos se mantienen int~ctos., el medio <i:i) puede 

producir la lisis antes de la activ~ción; ya que en .algunos casos 
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e:: tE:r r1:::=. 

~igur.os 

la 

Ctrtínimo c1e;:: veces) del med'lo oe resuspensic:-r. c:on el 

le que prc•dt.'c:e ·vir't: u.al mente de 

envolt1..1rc. en menos de un mlnL'to (lJ'.!a.U-:er~ 1971> .. Es 

del choque osmc-'t:.ic::o un madi o qt•e ayude a 

regener~r le- ton:icidad del medio para que no se alt:.ere la 

<7> ENSAYO DE ACTIVIDAD DE 
z-+-

Mg -ATPasa DE CF -CF 
o 1 

UNIDO A LA 

MEMBRANA DEL TILACOIDE. 

El segmento CF,. es una. ATPa.sa. latente., 1a cual tiene que ser 

activado par~ que ma.ni..fieste su -fu.nc:ion cata.lí tic.Cl. La activac:ion 

iT1 sx-Cu de la en;:im~ un1oa al tila.c:oide oc:urre por energiza.cion de 

1a. membrana... Esta ATPasa pLlede ser tambi l?t"'l activa.da. por: meta.no! 

en la obscuridad <Anthon y ..Ja.gendor+., o DTT en la 1u:;: 

<Mc:Carty y Rac:i~er.1968>.. El CF1 aislado o unido a membrana exhibe 

una ac:ti ...,idad d2pendiente de Ca. 2 +..::> Mg
2 + en -función del acti.vador 

empleado <l-1c:Carty y t-1oroney, 1984), el substrato real de la, enzima 

es e1 complejo ATF"-ion metalic.o. 

En este se c:uanti-ficó la ac:tividad de la ATPa.sa 

dependiente de :3c:tivada con luz por dos procedimi entes 

distintos que .a continu..:;1c:ion se ir.dic:an .. 
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<7.1> Hidr·-·lisis de AIP y cu.anti-ficaci0n de Pi liberado. 

ml cloroplastcs 

6i ad:ic:'ionaron (.: .. e;. rn1 

con~en1a como susbtrato \med:io 

simultánea.mente a la adic.1on del medio se .apago 1a luz. 

MgClz 

NH·•Cl 

ATP 

2 mM 

1 .. 1 mM 

2 .. 2 mM 

Tr'icina 15 mM 

Ajustado a pH 8 con KOH 

de 

po:-

med10 que 

ATF"asa.>~ 

La hidr-olisis del ATF' se e-fec:tuo en oscuridad absoluta 'lo" c:on 

agitacJ.~·n oe las muestra::; a. 22°c durante 6ü segt.lndos~ despuPs de 

lo:s cua.ie:=., re=i::::cion se paró con ü.5 ml de ~cido 

tr-ica Ot"""oac.~t.1c:o <TCA; al 2(>'l. en agua y agitaci!:-tn tHills et 

al'! 1980>. 

El pr- e::ip"itado proteico se elimino- por c.entri.fugacion en una 

c:ent.r1-ÍL\Qa. cl1nica a 3000 rpm durante 5 min tempera.tura 

amb1ente... El sobrenadan te se utilizó para cua'nt2-fic:ar el -fo.,,-fato 

liberado dL\rant.e :la hidrólisis por el cclorim étric:o de 

Fies\::e-Subbarow (inciso 6) ... 

(7.2) Hidrólisis Lr-3 zPi:lATP y cuanti~ic:ac:ion del 

---------------------~---~·----·-



--pi liberado-

La h1d1-~~·li~1s de AlF par los cloroplas"t:.os acti...,,ado;;. con lu;:: 

ciel n:...Jc:ler-tido> como substrato. La cantidad de 

inc•rg.?tn'lCO radioac.t1vo lioerado durante el tiempo 

lf-.CL\Dc3.Cl r~1-.. cloroplastos c:on el medio de ATPasa -fué 

"C.orr.aoo como l;; c:ant:ida.d de ATF' hidroli=.ado. A continua.ciQn se 

des.cribe el proced1mier.to seguido en éste traba.Jo-

t7 .2.1) ensayo ClE la de se 

me~c:lélr-an Ü-1 ml de cloroplastos activados c=on luz <inciso 6) con 

(t ... 17 ml de una. mezcla de medios e lii> Ci.nciso 6) en una 

r elac:i ..;_,n 1:3 .. ó v/ v respec:tiv.:-:.mente para lis ar los cloroplastos.. Se 

del medio de ATPasa. <c:oncentra.do veces> el 

cual contenta. a.pro::-ama.damente La -fuente 

lucninoset qLle estaba -func1ona.ndo como a.c:tiv.adora de la ATPasa se 

apagó ;;.imul taneamente c:on la a.dicion del medio de ATPasa. La 

hldr~l.isis de ATF' se e-fec.tuo en completa obscuridad durante l 

con agitac:ion y .. paró la rea.ce.ion c:on l.a adic:ión 

de 0.7 ml de una suspension de carbón activado en HCl O.l. N <.e1 

c:~rbc-n acti vs.do se lC'vó previamente 4 vec:es con HCl 0 .. 1 N> al 25% 

(p/-...i} Se centrif-ugó 3üOO rpm en cer.tr1i'1. . ..1ga clínica., durante lS 

min., y a temperatura amblente y se utilizó una ali cuota del. 

sobr-enad~nte (0.'1 

hidt-~~ll.t.:i1S., 

ml> para c::uanti-fic:a.r el 32Pi liberado durante la 

Se depositaron las alicuota.s de 0.4m1 de1 sobrenadante en 

___________ 35 ---~-



5 .. 5 

Se cuant1f1c:o leo radiacion en un c:onta.dor de 

c:entelieo 11quido,, Bec:kman (modelo L5 en el e: anal de 

La -..,,eloc::idad ce hidrolisis del ATP se calculó segun la 

s1gu:xente rela.c:ion 

V <c:pm-E<>A/D>:C>:T 

donde: 

V= ve1oc:idad de hidról"Lsis del ATP en µmoles ATP•mg- 1 c:l.f·h-1 

cpn1-B cuentas por minLtto del 3 z?i libara.do por hidr~:.~lisis. del 

Al F" menos las cuentas por minuto dej, ola.ne: o tel blanco 

cont1er1e todos los reactivos mas los c::loroplastos 

destruidos iniciéi.lmente con c:.arbon-HCl> 

.-. r adioac:tividad espec.i-fica en µmoles de estimada 

con ur;a 3jic:uota <0 .. 0íO m1) de medio de ATF'a=:i.a qL1e cont:iene el 

Al F' radioa::::t1 vo. 

o alic:uota (rnl) de la muestra,. usada para c:uanti.ficar la 

ra.d1oactividad 

e c:.onc:entraci~n de la cloro-fila en mg 

T tlerr.po de hidrolisis de ATP en h .. 
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poo- la t.~ rF"asa de los 

c:.loropic0t;to~: consistente en le. Tormacion y c:uanti.f->cac::i..-:on del 

CC'lt\p} E' _IC [ ~ =-i=·;J- fos.fomolJodato. e::tr~ido una +a.se 

por :.c:.et=>n3-butil acetato ... En .c.ste m~todo la 

acuosa representa el ["" Pi:JATF' que no 

--fue hidroli;::ado durante el ensayo y el en -formci de 

comple30 ( 3 2 PiJ-.f.os~omolibdatc es e~~tratdo a la -fase orga..,ic:a .. 

Se reali=o la mis;::;ma ~e~uencia. del ':'Ínc:iso @.nter::ior <7 ... 2 ... 1) can 

la difert?nc::ja de qLte la reac::.c:ion se paro con ac1da tr1cloroace-tico 

una -final de (volumen total 350 ¡:lJ, en 

s.e~ulda~ se coloc:ar-on los tubo: en hielo dur-ante 20 minutos para 

precipitación de la pr-oteina., centrj fugaron los 

c.l1cuot.:;. del socrenadante C0 .. 3 ml1 con 0 ... 5 ml de agua y 1 ml de 

molibde.tc de amor.Jo 3 .. 3% en HzSQ4 3 ... Sr·.¡ Cl.:1), con lo cual se -formo 

el complejo [ 
3 2

F"iJ-fos..fomolibdato., 

bLttilac:et.s..to <1 ml) y agitando en un 

mir. ... Las muestras se centri-fugaron 

ac:etona (0.3 ml) 

me=clador Vortex durante 

a ve1ocidad má>:ima 

y 

1 

en 

centr1-f-Ltga clínica durante cinco segundos, con 1o cual se prodújo 

io separ=i;c:1r_~n de dos -fases: la acuosa \.a.1 .fondo) y 1a org~nica <en 

la super-fic1e). se utilizaron 

(Ü.4-0.5 mll para cuanti-ficar 

alícuotas de la 

la radioactividad 

-fa.se 

del 

org.~nic:a 

Tos-foro 

radioc:.c:i:'.ivo 7 lo cual se e.fec:tuo en 1a misma -forma que en eJ inciso 

c.nter·iat <7 ... '2 ... 1>. 
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DE1 ERMINACION DE Pi POR COLORIHETRICO CFIESI<~-

SUBBAROl-1!. 

El fo$.fato liberrdo en leo hidr(..-,.]isis de ATF se- cuanti.fic:o por 

el m~·todo c:ol c.r Ír,'1<?tr1co F::iesi e-SubbC'(row 1c;74} .. Ur.a 

µmol de F'i) se ~+oro c:o:-i e.gua a ur. volur.•en de l .. o n.l... SE adiciono: 

0 .. 25 ml d;:: une- soluc.ion cie (t'JH > t'"to O 4H O al o~·.. en agua p/y ma= 
~ <- 7 24 z 

H SO 7-5i.. en :-elacion 1:1 .. Se ag4to la :ne;:cla con vo:-te:: y se le "' . 
adic:::.e>nr""~ (J .. ::: ml de reactivo d: color compuesto por sul-fato .ferroso 

acidi-fic;..da p/v \98 mi de H O 
z 

Se ~g1to me=:c.:la en vorte:: y dejó 

-cemper-at.ura c..mbiante .. El color des.a.rolla.do 

especto+otometro a 660nm. 

-;. ml de Hzso
4 

reposar 20 min 

se midió en un 

Se elaboró una curva patron c::on c::onc:entrac:iones crecientes de 

•~H PO tentr-e 0 .. 5 y :z .'j 
µmol>. 

C9> REACCION DE INTERCAMBIO Pi-ATP-

Los intercambios Pi-HOH, ATP-HOH y Pi-ATP, re-flejan 

probablemente, las reacciones de Toto-fos-forilaci Ó"'t y la -formac::i CJC"'l 

d!? en ésta., son c:atal:izada.s en la oscuridad por 

cloroplastos en condiciones de -foto-f'os-forilac::ión CJ por-· 

pr-epc:o.rac::iones modi-fic"das de cloroplastos Cc.loroplastos e>:puestos 

.a la luz en presencia de compuestos ditiol <Shavit., 19 75 > que sen 

empleadas para desarrollar actividad de ATPasa. .. 
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E1• tr· .:=1.t:•aJo el 

cand::.c::lor.es ac-tividad 

Et• clc•roplast:os (inciso 7 .. 2>. C.an la de qLte 

con ::? 1(:
3 

cpm,- nmol de y no radioac::tivc mM <.Tuena ce 

Gome"-::-F UYOL~,. 1984). 

<10> EVALUACION DE LA FOTOFOSFORILACION. 

Un gretn nurt1ero de investigadores han demostrado que CF n-CF :1 

en cloroplas"t:.os aoapta.dos obscuridad es catalfticamente 

in~ct1vo- Lc:. =:intesis neta. de ATP se observa CL\.anao un potencial 

electroa1..Jím1.co 

membrar-.;:. tilac.oide: 

protones 

dicho 

- .... 
{.C:.µH ' es generad::> la 

reqL1erido por dos razone::¡: <.a.) 

termociin~r.nc~meni:.e., parci proveer la ensrg1ei litJre para l~ síntesis 

de AfF· \80...,,·er et al'l' 1977>; (b) cinétic:amente., para modi-fic:ar la 

enzim.EI i_tn estado catali tic amente activo <Junge., 1970). La 

s1ntesis de ATP por CF o-CF "1. unido a membrana puede 

representarse de la siguiente manera: 

ADP + Pi .... .... nH ATP HzO 

Alberty et al (l.951) determinaron que durante 1Cl síntesis dé 

una mol*cula de ATF' se consume un H+ a pH e en un t·ango de pMg-.:z de 



que lnduce le. ilu:n::nac:.J.nn de los clorop.lastos en un r.-;ed:io adecuado 

que cont::ene los substrato~ ADP y Fi <Dilley~ 197 2 ). 

U0.1) Evaluacion potenc:.iométr-ica de la -fotc-fc:n::s-forilac:.i!~l1 .. 

mez:c:.1-.:--on clo:--opl~stos intactos C.inc:iso que contenían 

3(J ;_!g de cloro-fila c:on 2.9 mi ce medio para. sintesi-s de A J'P~ cuya 

Las muestras 

regi s tr .3,ron 

Sorbitol 

MgClz 

KCl 

Metil viol.ógeno 

ADP 

J(HzPO~ 

Tricina 

100 mr-1 

l mM 

100 mM 

50 /...tM 

1 mM 

...:. mM 

l mM 

Ajustado a pH 8 c:on KOH> 

se ilumina.ron c:on un proyector., manteni é'ndoJ as 

Simu.ltáneamente con la iluminac:it".rn 

los cambios de pH del medio <debido:=. 

en 

se 

la 

~oto-fcas-foril aci .. ::.n por la H+ -ATPsintetasa.) c:on un mic:roelec:trodo 

potenci ometro'" c:ombin.:-.do., de respuesta :-c3tpida:, conectado un 

Cc>t-ning <modelo 12) de escala e;:pandida., y se registó e1 cambio de 

pH en función del tiempo con un gra-fic:adcr G ilson c:onec:ta.do ~l 

potenciómetro., a 10 mV y mm/s. Se apagó la luz y se agregó una 
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ob=:e, .... vad0-

La velocid:id de síntesis empleando la siguiente 

rel a.ci r'rr.: 

V= A - h/C 

donde: 

V= velocidad de s1nte .sis de ATP en µMoles ATF' .. mg-l.Cl.T.h-'1 

A= µMoles de usa.dos en la. titulacion <con S,ul de HCl 

O .. lN)/altLir·-a del tra=:.o en cm 

C= Cor.c:entracion de doro-fila empleada en mg/ml de medio. 

h= pendíente de 1a c:urva 

los c:loropla.stos en cm/h 

Foto~os-forilac:iOn 

<32Pi> .. 

obtenida. durante la ilumunac:ión de 

de ADP con ·fes-fa.to r adioa.cti vo 

La sintesis de ATP durante la -foto.fos-forilac:ión -fue ensayada 

medic:1nte la medición del ADP Tos-forilado con -fes-Fa.to inorg.-§nico 

ra.cioac:tivo <'3 2 Pi>, segt:Jn lo reportado por Tuena de Gomez-Puyou et 

al <1984) con algunas modi-fic.aciones ... El método empleado se 

describe a continuación ... 

Una a.ltcL•ota de cloroplastos intactos <inciso 3> equivalenté 

a 30-50 µg de cloro·Fila se mezcló con medio de síntesis de ATP 

<inciso 10 ... 1) conteniendo apro::-:ima.damente 1-5 cpm de 

un volumc=n -final de C>-3 ml... Los cloropla.stos se i1umináron con un 
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p.-e~ipit.=i.cion total la prote-tna. Se 

minutos en c:entri-tuga el 'inica. a 

tempEre?otu:-,e.. ¿.r;,01en~e- .. 

cL1e:.ntl. f:ic:ar "" incorporado al A-Ir -fL•t?- necesario 

retnanen"C.e'!' 'º no 1nc:orporado>., en el sob:-enadante., 

lo q:•e se hi::::o oe ma.nerc:::.: al:c::uota del 

rr.l de aguo suplement.ad;i. c::cn 0 .. 5 ml de heptamolibdato oe amonio 

..J •. ;_-.,;.. y H2SO s :: ... SN agitando con vor-te~: dt....u a.111...1:::: un minuto,. de esta 

SE p:- ºª' ijo c:omple_io r !J2:F'1Jf os -fomolioda. to e::tra!ble con 

de a e.et.en.a- ace"ta to de bu tilo mlJ, SE agitó 

enér-9i.ca.mente con verte:: drurante 1 minu"to a temperatura. ambiente 

y se c2ntri-fugo en c:Entri+uga clínica., subiendo al ma.n:imo y apagando 

de :inme-diato,. .lo que +ue su-ficiente para separar las des ~ases, y 

se aspir-:~, elimin,~ndose el sobrenadante <Tase orgAnic:a.> .. 

La. -fe:. se c1cuosa re::;.tante ~e ree~·:trajo cinco vec:C?s c:on 0 ... 015 ml 

de Fl o.~. ml de ac:etoraa. y ml de aceta to de but:i1o., 

a~-: ta:-.da enérgi c:ament2 en ver te:: durante minuto y centrif"Llgando 

las nii:s.noas condiciones QLle la centri-fugación .;:¡,nterior para 

E?l i mi r.ao- ·fase organica de cada lavado. De la -fase acuosa 

rerr.C:'nen\:.e 5e l..ltil'l;:o Llna ~1icuota que ~L•e d2p os.itada en papel 

-filtr·o t.:.th.;:;tman <de 8 cm :.t2 ... 5 m) y se dejó secar a temperatura 

.embiente. Se introdujo en L\n via1 y se c:ubri 6 con 1 iquido de. Br ay 
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.,(-,(""":; SC! :::-:.:;.:·.t::.-iJ.::.<""• r -:.: ·'" ;--.r:-.:--.r 

'-.1= lcpm - 8) A \..'-r/C ~~ D :-! t 

doncia~ 

V= .fos--forilacivn del ADF 3ZF'1.• indicando la s1ntesis de 

ATF· en ,_,Moles 
-1 -s.. 

de ATP .. mg c:loro-fila .. h 

(cpm-Bl= c:uentas por rr.'i.nuto de la muestra. menos 

correspond1entes al blanco {s.on t:lor opl~st.os 

1nact-¡va.dcs. con TCA 

al medio de reacci-.:.n> 

A= ¡_:Moles de- 32Pi de una a.l1c:uo:t.a del mEd10 par~ 5Ín-cesis. de 

AlP/c:pm generadas por la a.11c:.uota. 

'-.1 .,·= \.1olLtmen total de- medio de ensavo en ml .. 

cu e nt"l fl.C:ar 1 ~ ra.dl.aci c•n.-

D= c;.líc:11ota e1e la tPuestra usada para c:ua.nti-fic:a.r 

rad:i.oact!.vidad en ml 

t= tiempo oe sintesi.s en h. 

<11> MEOlCION DE: L..A BOMBA DE PROTONES. 

E"l mé-todo s.e basa en el cambio de pH del. medio inducido por-

"la cadena tr anspor-ta.dora. de electrones de la membrana de"l 

tildco'ide,, en presenc:.ia de .:Ja.gendor--f., 1964) . .Y 



L-i 

~ 

1.-=.-s bcr::.ba.~ die= 11br=:-.c:;.c:1.rn de h ~ 

La f"HEdlC:'l•.•tl 

s.ir.á 1 ar a1 

unc:1sc e~~c:.epc:i Of"1 

ccnt.ie~e por 

ce 

de-scrito 

de 

lo 

le.~ 

protones por el 

la AlF-

el C?le?C'l.O de rea.c:c:i~:J"n no 

el c:.loropl&.:;s.to no esta 

-fos;-faril ando y 1a cadena o::adorredLtc:tora del .fl1_\jO de electrones 

calcular ¡.,. velocido?td en de 

la a.li::.:ure en el trazo del 

g•c::t'-f1caoor en un t.iempo de minuto de ac::uerdo con lo r-epor-tado 

por Dilley" 1972:-

C12) DETERMINAClON DE LA VELOCIDAD DEL TRANSPORTE DE 

ELECTRONES AClCLlCO, DE Hzo A METIL VlOLOGENO. 

La transTerencia de e de H20 en clorop1astos. es 

ci2r-igici.a. por una serie de reac:c.i.ones. redo~~ potenc:iada.s con la 

energia luminoca.a absorbida por -fotosi.stemas 1 y 11 que 

inter="cc.ionan c:oopera.tivai.mente-

Debida .;; qt...•e cuando se rompan les c:loroplasto5 intactos se 

solubill-;::..sn en el medio la .ferredoxina y el. NADP,. an est.e traba.jo 

so Lttili=-:-• mGtilvio\é,genc como a.c:eptor a.rti-ficial. de electrones ... 
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les cic~ e·lectrone~ prov1en.:?n d.~ la i-otc-1isi~ 

ruol~C\.llé< 0::1geno y 

con 

El -flu .:io cie electror.e-s de HzO a t·1V en -ft_t.ncit..~n del tiem;:>o se 

oe~errr.Lnt:• con un nooni~:::ir de o::igeno (o'::'Jr.,etro YSI modelo 5300> el 

c:ueil consta dS?" L\n elE?ctrodo ti.pe Cl.ark c:cmo sí.do ciesc:.rito 

anteriormente .. 

tl2.1> Tran!Oporte de elec:tr-ones ba6al. 

El .f.lujo de electr-one=:. b.?osal dependiente de lu-z se pr-oduc:e en 

c:loroplestos aislados en ausencia de ADP y· de Pi. e~-:c:~genos .. 

n1et odolog i a -fué siguiente: un.a alic:uota de 

clo:-opl~stos int~c:tcs. <equivalente de cloro-fila/ml) . se 

resu-=.pendi•:'." En ::. ml de medio para bomba de c:on e~;.c::epcit:iin de qwe 

l.a conc.ent.r-ac:.it':ln de l.a tric:.ina es de 10 mM <inc:isos 3 y 11)... El 

elect.roda del o;~1metra se introdújo en 1a muestra, m.::..nteniéndolo 

en la obsc:uridad dur~nte 30 seg., c:.on .agitac:ió-o-i y a. 22 C.. Se i.nic:"Íó 

el -fl~1jo de electrones por iluminac:.ión de la suspensión de 

cl.oroplastos con un proyec:tor a través de Ltna. lente de 

simu1 t.áneamente se r-egis.tó la li.berac.ión de Oz del sistema en 



funcj· .r.: r----- gra.fic:c.aor 

a::jm&tro .. 

Leo velocidad del ...fl.ujo de e.iectrones se ca1cul .. ~ mediante la 

siguiente relaciOr.: 

V (1200 n ato 0/2C>c:m)(2µeq .ato min/1h>(1/mg 

c:lc:.ro-fi.1a.) A c:m/mi.n 

<72 n atomo=s Q)(A)/rng cloro-fila. 

donde: 

V= velocidad de transporte de electrones en µeq .. -
120(> a.t.o o contenido c:u:igeno solubi.1izado en el 

volumen de medio usado para el ensayo t3.rnl) estandarizado 

la ma::ima altura que puede recorrer el gra-ficador 

<2üc:m> 

2 ; ... :eq e - / ri.atomo O equivalente de e invo1uc:rados en la 

liberac:ion de un atomo de o>:ígeno por -fotolisis de HzO .. 

mg c1aroTila= mg de cloro.Tila usados para el ensayo 

A= pendiente del trazo· obtenido .. 

(12.2> Transporte de electrones ~cs-fori.lante .. 

La medic:ion del transporte de electrones Tos forilante"' 

di-ferenc::a dei basal., se determinó en presencia de ADP y 

substratos de la H+ -ATP-sintetasa de1 cloroplasto. 
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H•é':='LOdCt}OgÍet l.}L,minando los 

a.O"Ce·r,er ae mM.:.:::. mM~ 

c:ontinL.\O El detectar la de-fl e;:i on 

La ve!oc:::idad del .f1u~c de electrones ~osfor~lante SE c:alculb 

en l.;;. nn.smc;. -forme;; qL1e lo sei1~lacio para el trasporte dt=' electrones 

b.s-ssl (inciac 12 .. 1) .. 

(12.3) Transporte de lectr-ones desacopla.do. 

El tran:;.porte de electrones desacoplado se det.ermin-ct en 

pr-e-=oenc1B. ce un desac:cplante':' es dec:ir un compuesto q\...le promL\eve 

la di si pacl.~>n de genera.ca por dic:hc transporte de 

electrones U·lc:Carty 1 1977) al actuar c:.omo proton~-foro o ac¿a;rrea.c.or 

de protones a trav~~ de- la membrana U~itc:hel., 1966> .. 

L@ medic.i'='n de la velocidad del transporte de elec:.t.r-ones 

des.::o.copl ~do se dete>rrninó de la s1guient.e manera: .... continuo 

ilt.,mina.ndc los c:loroplastos uss-.dos en el ini:=iso nnterior (y que se 

usa.ron pC\r a ¡., deterroinacion del trasporte de elec:trones basal 

incisos 12.1 y 12.2> y a die.ion ando una sol\..lc:i6n de NH.,,C1 pa.-a. 

obtener- una c:onc:::.entración -final de 1 mM. 

Le:. velocidad del -flLljo de elec:trones desacoplado se c:alcu1a 
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C.:-C:'lc:.llco \Jnclso 12 ... l':. 

<13) ENSAYO DE REACCIONES PARCIALES NO CICLICAS DE LOS 

FOROSISTEMAS I Y Il. 

Como se mencionó anteriormente el trasporte de el.ec:trone: en 

membranEis tilacoides se observa cuando los -fotosistemas I y Il 

ir.terac:tL\an c:ooper~tivamente y se ha propuesto que es tan 

mutuarr.ente en comun1cc:::ac:it:,n mediante una ser1e de ac:arreado:-es. de 

e (Hill y Bendall,. 1960)-: cu anti-ficar la e-ficienc:ia de cada 

-f-otcsistemc- por separado -frecuentemente se adiciona. al medio de 

ensayo inhjoidC•IE'S de LlnO u otro -fotosistema aceptares y 

ac:arreC1oore: artif'l.ciales de e-. 

En e=. te trabajo se realizo el en=>.ayo de Jos -fotosistemas 

sepai-~cr-.das pol arogrét-fic:amente con un el.ec:trodo 

manera que lo indicado en el inciso 12-

tipo-Clark .. de igual. 

La. me;:cla. de reacción para determinar 1.a actividad basa1 de 

los ~otosistemas y II -fue 1a misma que 1a que se uso en la 

determin2--cion de la velocidad del transporte de electrones 

ac:.Íclic.o~ de Hz O metil viológeno., más le que se indica 

continuación: 

Fotosio::;t.ema 1: DCMU 10 µH 

2.,3'15.,6-tetrameti.l-p--fer.i1-

<IS 



O.Jl r:1M 

n.H 

DAD 0.4 mM 

T~rr1c.lanuro de poi:.¿t:sio 

DBl-tIP 

El tranE.porte de elec.trone=. b~sal -fos~ori lante y de-saco;:.lado 

pare; 1os 1 y II s.:=-¡:>arados se determinarorr 

calc:ul.:;ron en la misma -forma que lo indicado en los incisa:;. 12 .. 1., 

12.2 y 12.3-
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(1.) ENSAYO DE LA ACTIVIDAD OE LA Mg +z_ATPa.e;.a .. 

Se na encontrado que la i1uminación intensa de c1oroplastos 

intactos, aislados de diversos vegetales <Shahak, 1982>~ induce 

un.a ac:ti.vid~d de Mg -t-2 -ATPasa del .factor de acop1amiento que puede 

ser ensaya.da en ob:;curidad., en c1oroplast.os que se rompen 

s1multáneamen~e con 1a adición de Mg +..--ATP. Con la -f'inal.idad de 

e-stablecer las c:ondic:iones óptima5 de ensayo de l.a actividad 

Mg +z_ATF'asa del -factor- da acop1a.miento unido a l.a membrana 

tilacoide., en éste tr-abajo se determinaron: (A) el tiempo 

ma~:.ima activa..ciOn de la Mg-+- 2 -ATF'asa con luz saturan te 

cloroplastos intactos., <B> el. tiempo óptimo de hidró1isis del. 

del. 

de 

en 

ATP 

<tiempo de ensayo>., y <C> la concentracion óptima de Mg + 2 -ATP como 

substrato. La -figura 1.-A 

sa.tu.rante de cloroplastos 

ch1charo., ir1duce j,nc.remento 

muestra que la :iluminac.iórl con 

intactos obtenidos de plantas 

en la velocidad de a.ctivacion de 

lu:= 

de 

la. 

Mg + 2 -ATF'a':::.a después de un minuto de il.uminac=ión., alcanza. una. V 
Tn0.:'( 

de 210 µMoles Pir-roduci.do~ • mg-s. clero-fila. - h - 1
, y se mantiene 

consta.nt.e a tiempos mayores de 4 minutos. En este traba_jo se 

seleccionó 1..5 min como tiempo óptimo de activaci.on de la 

Ng +z_ATF'asa.. Estos r-esu.ltados. son seme;jantes a 1os reportados por 

t-lills et al <1980>. En el segundo experimento los cloroplastos; 

intactos ~ueron iluminados durante 1. .. 5 min., l.uego rotos por choque 

osmótico y si.multáne amente se ensayó la actividad de l.a. 

t.,g + 2 -ATPasa., a di-ferentes tiempos de incubación en la. obscuridad., 
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Fig. 1- Tiempo optimo de ac:ti va.ción, de ensayo y concentr ac:ion 

óptima de substrato para. la ac:tivi.dad de la Mg +:2_ATPas.a unida. a 

tilacoides de c:loropla.stos plantas de ~ c.hic::ha.ro. <A> 

Cloroplo.~to~ '"º µg c:\orofi.\.o.) i.l.umiT"lo.rC'T"I 

lo~ <A>., 

\.1.SO.TOrt por cont.o-nío. MgC\.
2 

:zmM. 

NH el. .. 
o'b:ocvrido.d 

pc:=.rO 

e\ 

deja.ron 

\.i.bero..do 

'ª' 
l.o 

y e\ 

ATP 

carbón 

i.nd\.c:ó 

duro.nle 

ensoyo 

t.ro.nsc:urri.r 

B>. 

reoa.li.:6 

por 

medio 

Z.2.mM. Trl.c:ina. pHB y 

ésta. o.dic1.Ón. \<> ~uepensi.Ón 

mi.n agi.t.a.c:\..ón. Lo 

HC\ y eua.nt.ir;.c:6 •\ 

MATER:XALES Y METODOS. <B> Después 

... "' <t.i.•TTJPO obt.e-ni.do 1.o 

de 1.o. 
+Z 

Mg -AT.Po..sa.. 

dist.int.os de ensayo 

:pa.r6 reocc:i..Ón y 

colocó 

reac:c:\..Ón 

+Z 

3:2 ·• 
p~ 1.i.berodo 

~-A> 

<A> 

obscurido.d 

_ .. \ 
l.A). (C) Des pué~ de o.c:t.ivar Mg -ATPa.~a. 

.. \ \<> \o. 
+Z 

Mg -ATPo,en 

minut.o <t.i.ompo eel.ecci..ono.do \o. :S.-D> 

conc:enlrocione-s ere-c:i..,,nt.es de Mg-ATP 

Lo. rea.c:ci.6n TCA <concen\ro.c:i.Ón f'\.no\. 

p;_ cua.nt.i.fi.có por e\ Tné\odo c::o\.ori.Tné1.ri.co d .. 

Fie!t:ke--Subbo.ro"V COTnO =:e \.~d\..có on MATE:R:I:ALES V M.E:TODOS. 



y se obs;;:rvo que la actividad hidrol 1"t.ic:.a. se 'lnc:rer;.enta. al 

cumentar e1 tiempo de hidrolisis CFig. 1-B), 

Pi • mg-1 
pr·oduei do 

e.loro.fila.> y después 

de ese tiempo de hidr61isis en 1a obscuridad decae., probablemente 

por e1 incremento en la. concentración de ADP en el medio., ya que., 

ha s1do reportado como inhibidor de 1a 
+-

Mg --ATPasa <Pic:k. 1988>. 

De esta. gr-.a:fica se selecc:ionó 1.. min de tiempo de hidrólisis de1 

A"TF' <tiempo de ensayo>., con el objeto de evitar la inhibición por 

ADP. En 1a ..figura l.C., 1a relación ·en las concentraciones de MgC1
2 

y ATP se mantuvo 1:1.., ya que .se sabe que e1: substrato rea1 de 1a 

enzima es el complejo Mg-AT~P·" 1o·s .. 'iones. metálicos o e1 ATP libre 

a.ctua.n como inhibidores de_ 1a. enzima <Hochma.n y Carme1.i 1.9B1a:). Se 

observó que concentraciones e.recientes de Mg-ATP incrementan 1a 

act"ividad hidrol1.tica de. 1a .Mg +:z_ATPasa, y a 2..2mM de HgCl.-2.2mM 

de ATP se alcanzó una V 
m=< 

de 185 µMol.es 

cloro-fila <Fig 1-C>. Se detecto una actividad;' hidr:011.tica 

ba.sa.1 de 44.2 µ'1o1es 

c1oroplastos activados 

Piprcduci.det 

durante 1._5 

-1 
mg 

min 

de 

c:on 

hidrólisis del. ATP durante un minuto en la. obscur1dad y 

1.os 

1.a 

en l.a 

ausencia de substratos exógenos.. Esta actividad -fue restada en 1os 

ensayos de la actividad de 1a 
-+-z 

Mg -ATPasa. Probablemente., ésta 

ac:tividad está dada por 1a presenc:ia de substratos endógenos que 

se encuentran en 1.os cloroplastos intactos que. a.1 romperse se 

liberan al medio .. Resultados semejantes -fueron reportados por 

Saha.k (1985>, quien determinó que el choque osmótic:.o de 

c.lorop1astos intactos, previamente energizados· induce una mayor 

activación de la ATPa.sa, la c:ua1 osci16 entre el. 20 y 35% de 

ac.tiva.ci.ón en di-ferentes experimentos- No se ha entendido toda.via 
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+-
actJ.va.cl.On de la Mg --ATF·a.sa 1nduc1da pcr la lis:.s de 

los cloroplasto~. 

De los resu1tados pre-sentados en 1a ~igura 1 seleccionarnos 

las siguientes condiciones para 1os ensayos de la. actividad de la 

+z 
Mg -ATPa.sa unida a membrana tilacoide de cloroplastos 

in"tactos, activados con luz y rotos simul.taneamente a la adición 

del substrato y que de a.qui en adelante los :identi-fica.remos con 

l.as siglas <CX-AL-REl= 1.5 min de tiempo de ac:t.ivac.ión, un minuto 

de tiempo de ensayo de hidrólisis en la obscuridad y 

concentr ac:.iones de 1'"igClz 2.2mM ATP 2 ... 2mM... En esas condic:iones" 

l.a velocidad espec1.-fica de la Mg ... 2 -ATPasa obtenida c:on las 

di.ferentes preparaciones de c.1crop1astos de plantas de chícharo 

durante el desarrollo de nuestro traba.,;io., oscilo entre 2ü0 y 3.50 

µmole5 de Pi produc'\.d-:io • mg-:S. cloro~i1a. • h -s.. 

CZ> CONDl.Cl.ONES DE ENSAYO PARA LA FOTOFOSFORl.LACl.ON. 

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

en ..func:ié>n del tiempo de iluminación de los c1oroplastos que se 

rompen po..- choque osmótico durante l.a activación c:on luz. La 

ac::tiviclad de la ATP-sintetasa ··alcanzó una V ">áx de 1225 ·µMoles de 

ATP prcdu.c'-d.o • mg-:L cloro-fila·- h'7·s. en 15 seg de preiluminaci.on o en 

menes <Fig. 2A>. La .. -.V ;,,áx .. · dec::áe ligeramente si el tiempo de 

activación se prolonga'~~· hasta. min. Este resultado contrasta c::on 

1o presenta.do en 1.a. - ..fi9Lira 1A<Y en 1;:¡ que se ve que 1.a. actividad de 

la Mg +z_ATPasa alc:cinza la V"'áx solo después de iluminar los 
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Fig. 2.. Condic:iones de ac:tivac:i.á-i, ensayo y c:cnc:entraciones óptimas 

de l.a ac:tividad de l.a ATP-sinteta.sa unida a 

membranas de tilac:ÓÍdes de- c1oroplastos de plantas de c:hi.c:haro. 

<A> i..\.umt..nó suspenSi._ón de c:l.orop1.0:5t.os '"º 
lu:. sct.ura:nt.e,. t.io-rnpos . vc..ri.a."b\.e-s ind1.ca. 

u.t.i.t\.:.a.ron 3m1. de me di.o c:oTnposi.c:\.ón: 9orbi.t.o\. 

:1.00ml'>I. KCl :1.00mM., Mgc\.
2 

vi.o\.Ógeno y Tri.c::i.ru:::,. :LmM 

pHB. odi.ei.ona.ron., AI>P ~ Pi. pera. tener 

'-,. 
eon:ent..ro.c:::-i-Ón .ii.no.\. de 1mM y amM."> rer9poc:t.i..va.ment.o,. ~1nt.esi.:s 

ATP pc:>\.c:a.rOg~á.ri..c:C.:rnent.e de-aC;..i.bi.6 .. ,., 
MATERXALES V ME.TODOS. <B>. 

. . ..· . . .. 
La. . ·: ATP_-ei.nt.e-La..sa. a.c:t.i.v6 por 

i..tu.mi.no.c.ión de loe c:loropt.Oat.Os ... ,. mi.n 

!:leme jo.nt. e-s desc:ri.t.a.s <A>. lo. de 

reo:!'pec:t.o a.\.: t.i.eTnpC> ATP ofect.u6 

de- odiciono.r el APP y et. Pi. los tiempos 9ei"ío.\.o.doa <B> 

y l<> etnt..es;,.a del. A.TP evo\.u.6 <A>. <C> L.e>e 

eonc:ent..ro.c:i..ones Ópt.i.mé:a.s d .. lo., subs\.ra.t.os det.eorTni.no.ron de~pués 

d ... a.c:t.i.va.r Lo. en::i.ma. du:ro.nle- ... ,. Tni.n l.u:. de \o. 

ATP-si.nt.et.aso. de-spués de La 

c:oncenlro.c\.ones c:re-ci.ent.ee ADP(A) o Pi.(6..) <Tna.nt.eniendo eon~t.a.nt.e 

c:onc:ont.ro.c:i.6n do Lo" dos ,,u'bst.ra.t.os> indi.co <C>. 

Olro.s condi.c\.ones de ensayo d.,sc::ri.bi.e:ron MATERIALES 

METODos_.; 



clcropla.s"C.OS durar.te 1. .. 5 min.. E; 
_.; __ .;_ 

------., cie 

par-a alcanzar la con-ior- ma.c:.1on ~equerida para 1.a 

de CI-AL-RE es mayor que el t1empo 

par-a. la H t P-sinteta.sa.. Fi.esultados semejantes ~uer-on r-eportados por-

&iaude-t y Hara.u~: par-a c.loroplastos 1inres cie envoltura 

\memora.nas til.ac.oide lavadas> rnodi-ri.c::acios químicamente con OTT. 

Loe. autores se halan que 

que la síntesis e 

preTerencia1mente por dos 

enzima., y proponen un 

quimic::.s. arti.ficia.l.) induce 

-factor de ac.aplamento y 

ta.1 d1vergenc::1a podría. indicar a pr.2..ori 

hidr-61isi.s de son c:a.tali:a.da.s 

c:on+ormac.iones di-ferentes de la misma. 

modelo en el. que el DTT 

dos -formas 

- ... 
qL.\e el ~µH genera.do por la 

<modi-fi.c.a.ción 

ac:tiva.s del 

energi.%.ación 

de 1a. membrana induc:e., a su vez., otras dos ~ormas ac:tiva.s de la 

en::i.ma (activac::ión>. De acuerdo a ese mode1o., la aparente 

disc:repüncia c:.i.nética entre la s1ntes:is y la. hidrólisis re-fle_ja 1a 

trans-form~cion progresiva da las -formas activas del Tac:tcr de 

ac:.oplamien"to .. 

En c.1crop1astos. el - ... L.µH generado por l.a. i1umin.aci6n, además 

de ser la -fuer:a. director-mctri.z para 1a sintesis de ATP, a.c:t.iva. a. 

la enzima. para l.a hidról.isis <B:iaudet y Haraux. l.906>. Esta 

activación se maní-fiesta. po_r:- l.a capacidad de la e_nzima 

para. s1ntet1zar ATP en l.a. ,,:1uz., s"ino por su c:a'.pacid~d para 

hidr-olizar1o en el. de obscuridac:L La 

hidró1i.sis de ATP se inc:rem'enta en presenc:ia de ditiol.es <como e1 

DTT> o de tripsina durante l.a. i1umina.c:i6n <Mi11s y Hitchel.. 1.984>. 

t-.Jo ha sido posible establecer comp1eta.mente el signi.Tic:a.do 

-fisio16gic:o de la modi-ficac:ión por di ti.oles y aún menos por la 
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tripsJ.na.. Es convenien>:..e rec.c0 rca~ que er, nuestra ~nvesi:i9~cic:-. la 

c:on el estr-omal r.ati"VO -fue nec:esar10 adic:ion.s.r 

aca.rrEadore"E oe elec:~rones agentas ti eles al sistema .. Sin 

ha.·'."'· sirr.ilitud de resu1tados de · éste trabajo c:on los 

obtenioos. en c:.lor-opla.stos intac:tos'9 v;.~"O, (Mills y Mitc:he1., 

1984> y con cloropla.st.os modi-fic:ados ccn DTT <.Shaha.k'9 1985). 

Después se procedió a. determina.r el tiempo óptimo de ensayo 

de la. de ATP en los c1oroplastos lis.a dos durante 

ac:tivac:ion c:on luz (1.5 min). En la Tigura. 2B se mue=:;tra el 

incremento en 1a síntesis de ATF- res.pec:to al. tiempo, se obsÉeorvó 

Q'-\0 1a. sini:..esis de ATP ocurr-e inmediatamente y no requiere .de 

prei1.uminacion., se incrementó l.inea.lmente durante J.os 4 . minutos 

iniciales y despues de éste tienapo permaneció , ·· c:.C?"nstante., 

aparentemente, por las c:onc:=.ent.raciones e.recientes del.-· · producto., 

ATF', en el medio. A di-ferenc:i.a de la act.ivida.d hidr:o11ti.c:a · que 

a.lcon~o su má.Ximo <Fig. 1B> en un minuto de hi_drÓl.isis o manos, y 

después de :3 minutos decayó 

l.a. con.formación de 1a. enzima. 

Estos resultados po'drian sugerir que 
, 

al.c:anzada en l.a. 1uz· y requerida para 

1a hidr-Olisis del. ATP en la obscuridad e!s. inhibida. r-apidamente por 

los prodLlc.tos <..fo~..fato y ADP> y que 1a 'c:on.Tormar=ión de l.a enzima 

requerida para 1a síntesis de ATP, también por 

energi.=ac:ion del. c:lor-opl.asto as menos sensible a la inhibición por 

el producto <.ATP>. 

La vel.ocidad de -foto-fos-forilación en -función de la 

conc:entr-ac.ión de l.os substratos <.ADP y Tos-fato~> se muestra en 1.a 
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..Y:igura lC... LOS ensayos se r~2'-i1=aron manteniendo uno de 1os dos 

subt.ratos a conc:.entrac:ion constan~e incrementando el otro. Se 

uti1iz6 AOF 1rnM para ensayar c:::onc.entracioneo-s variable~ de Pi, y Pi 

para ensayar i.ncremento en la concentración del ADP. 

Concentraciones crec:.ientes de c:ualqu:l.era de 1os substratos. cuando 

uno de el.l.os se mantiene constante., producen i.ncrementos nota.bles. 

en la vel.oc:::ida.d de -foto-fos..fori1ación hasta 1.1egar al maximo de 

velocidad con las conc:entraciones ótimas qo . .l.e se indica arriba. 

Las c:.ondic:iones de ensayo para la -foto.fos-foril.ación en el 

transcurso de nuestra investigación +u e ron selecc:i.onados. de los 

resu1tados presentados en la -figura 2. Dichas condic::iones son: 

prei.luminación 1-5min (sin substratos., con la -finalidad de 

mantener c.ondic:icnes. semejantes a requeridas para la 

hidr-61isi.s)9 tiempo de ensayo para 1a -foto-fos-forilac:ion de 2 min 

en presencia. de substratos., con c:onc:entra.c:iones de AOP 1mM 

\(H
2
PO • 3mM. La vel.oc:ida.d espec:í-fic:a de la -foto-fos-fori1ac.ión osciló 

entre 225 y 400 1-1Moles de 

di-ferentes preparaciones de 

ATP 
produc:l..do 

c:l.oroplas.tos 

_ .. 
mg 

de 

cloro-fila. 

plantas de 

emole.a.da.s en transcurso de nuestro trabajo" y 

c:ondic.icnes antes seí"Sa.la.das. 

en las 

c:hic::::harc 

bajo las 

(3) EFECTO DE MALEIMIDAS MONOFUNCIONALES Y BIFUNCIONALES EN 

LA ACTIVIDAD DE LA Mg+z_ATPasa. 

Di-fer-entes investigador-es <Biaudet y Harau,.:. l.986; Sher-man y 

Wimmer-., 1982; Shoshan y Shavit. 1979) Postulan que bajo 
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cc.ndic:ion anergi-=ación del cloro?lasto intacto se generan., al 

menos., dos c:on-formac:iones activas y di Ter entes en el complejo 

CF 
0

-CF 
1

., en o=.ir.oe una ellas es espec::i-fic:a para unir ADP y 

catalízar pre.ferencialmente la -formación neta de ATP y que la. otra 

conformacion especializada para unir ATP y ca.tal.izar Sl.1 

hid,.-ólisis .. Si l.a consider-ac:ión anterior es correcta, es posible 

evidenciar las di.+erentes con.formac.iones de 1a enzima mediante la 

incorpor-ac:ion de maleimida:;. que se u.nen covaléntemente a los 

grupos -SH de las 5ubunidades de l.a ATP-sinteta.sa que ·tienen éste 

grupo ~unc:ional CFarron., l.970; McCarty y Fagan, l.973; Wold 1967>. 

La inc:orporac:ión de l.as · maleimidas deberá eTectuarse despuÉ"s de 

que l.a c:on-formac:ión requerida para la s1.ntesis o la hidrólisis del 

ATP se haya alcanzado por energizac:ión del c.loropla.sto., lo que se 

consigue iluminándolo- La siguiente parte de nuestra investigación 

se rea.1iz:ó con la -fina.1ida.d de comprobar lo antes planteado. 

Inicialmente se determinaron los tiempos requeridos para el 

efecto mé>:imo que inducen la.s ma1eimida.s <estimula.torio o 

inhibitorio) en la.s a.c:tividades de la 
2+ Mg -ATPasa. y de l.a 

ATP-sinteta.sa del -factor de acoplamiento unido a los tilac:oides de 

los c:loropla.stos intactos., que se rompen en el momento de la 

adición de las maleimidas ... Con los resulta os obtenidos se 

procedió a determinar al.gunos parámetros cinéticos para 

ca.ra.c:teri.:::::ar el e-fec:to de ésos compuestos en 1as actividades 

enzimáticas sei""ial.adas. 

<3.l.) Inhibición de la actividad de la Mg+2 -ATPasa de 
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.. 

membranas tilacoioes por maleimioa.s mono.funcionales en -funcion del 

tiempo de iluminación. 

actividad de la -T-z 
Mg -ATPasa unida. a la membrana del. 

tilacoide se desarrollo en 1os cloroplastOs intactos después de 

i1u.minc.rlos durante 1..5 min., enseguida se adicionaron l.as 

maleirnidas (conc:entra.ción -final 0.5 mM) en un medio cuya 

composic:ión era i sotónic:amente di-ferente al que conteni.a a l.os 

c.1oropl.astos intactos, con lo que se aseguró la .accesibilidad de 

las maleimidas las membranas tila codales por ruptura de la 

envol.tura provocada por la disminución en la tonicidad del medio 

dejaron transcurrir tiempos variables de inc:ubacié:rl, como se 

indica er. -figura 3., sin apagar la -fuente 1uminosa.- De• ésta 

manera., la actividad máxima alcanzada por 1a l-1g +z_ATPa.sa: nO ·decae 

debido a que es dependiente del Aj:.H+ generado por la Q.¡.,ergÍzación 

del tilacoide <Mills y Mitc:hel 1982). Después de los tiempos 

variables de preincubaci én c:on ilumina.ci6n y maleimidas se 

adiciono el substrato y el ensayo de hidr6li5is se e-fectu6 en 1a 

obscuridad. Se el.aboraron curvas del de actividad de 1a 

Ng + 2 -ATPasa respecto al control., en ~unc:ión de1- tiempo de 

pre:ilumina.ción con maleimidas. En ,1a -figura. 3 se presentan 1os 

result.::;i.dos obtenidos. para la meti1o1 -fenilmameimida y 

carbo::ihidro):i-fenilma1eimida. Los res'=1ltados para' la NEM y la 

1-H-pirro1-2T5-dio"."la no se muestran ya que son semejantes a los 

presentados para 1a -feni1maleimida ... Se observó que las cinco 

ma1eimidas mono~uncionales <O.SmH> inhiben parcialmente la 

actividad de 1a Mg + -ATPasa. generada. por luz hasta en un 2071:., el 

grado· de inhibición es di-fer ente para, c:ada maleimida y es 
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Fig. 3. Determinacién de l.os tiempos · Optimes de inhibicion 

por maleimidas mono..funciona1es de la actividad de la. Mg+2 -ATPasa 

u.ni da a membranas 

chic.haro. C\.orop\.c.st.o~ 

duronte ... " mi.n 

'""~l i \.ot mole-i.'mido. 

fe'l""lilmo.\~\."1ido. e o-- ---o 

c\.oropl~to-s y cuyo. 

y 

d<> cloropl.o..st.os 

c=bo d .. 

+Z 
Mg -ATPo..so. 

tilacoides de c:loropl.astos de 

'"º µg clorof'i..l.o.3 

luz sc:.t.urc:.nle~ 

'· leni..l.mo.lei.m\.do. '. • > 

fue: sor'bit.ol. ::l.OOmM. 

pH B. Lo concent.ro.c:ión 

o .. ~mM. c::onli..nuó 

rot.os duro.nt.e los t.iernpos 

cuc:a.l.e-s evo.\.uó 

por .. min 

NH C\. 

' 
~- "1.mM" ATPZ .. ZmM. 

re-o.eci.On fue oe\.e rú.da.. ¡>or de TCA 

plantas de 

i..lumi.T"loron 

o.dici.onc.ron: 

c:cu-boxihi.droxi-

KCl ::l.OOmM,. 

fi..na\. 

il.umi.no.ci.Ón 

de 

medio 

pHB. La 

ti..no.l. 

y .. t \.i.bero.do cuo.nt.i..ii.c:Ó por col.ori.Tnét.rieo 

F"i.e-!5:ke"-Subbo.re"'"' como i.ndi.c6 MATERXALES ME:T'ODOS- Los 

va.lores gro.!i.c:o.dos cor_responden ,.. de ccl-i.vi.do.d respect.o 

Ce>T"l\rot fu.T"lc:i.ón d .. t t.\.eTnpo 1.nt.erocci.Ón de nio\.ei.mi.do.s 
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dependiente del tiempo d2 in=uba.ció:-i. 

En la Tabla Il se indican los tiempo:. optimes de inhibició;"\ 

de 1a actividad de la Mg +z_ATF'asa <tHo t..) por las cinc.t..:i maleimida.s 

mono-func::ion.ales. Los se1ec=ionados · para -éste grupo de 

maleimida."S oscilan en el rango de 2 y 4 min.. Los va.lores obtenidos 

presentan el siguiente orden: c::arbo}~ihidro>:.i.fenilmaleimida. y 

metilol ma leimida 4 min > 1-H-pirrol-2, 5-diona. 3 min NEM y 

-fenilmaleimida. 2 min. Estos tHo;. son los que se utilizaron para 

los ensayos posteriores para determinar el e-f ec:to de 

c:oncentrac:iones variables de 1.as ma.1eimidas mono-funcionales en 1a 

actividad de la Mg .+z_ATPa.sa .. 

(3.2> E-feC:tos de l.a c:onc:ent.raci.ón de ma.leimidas 

mono;:uncionales, en la actividad de l.a Mg ~2-ATPasa inducidos por 

luz. 

La NEM, metilo1maleimida., 1-H-pirrol-2,S-diona., -fenil-

ma.leimida. y ca.r-boxihidrcn:ifeni1maleimida. inhibieron l.a actividad 

de 1a Mg +z.:_ATPasa con todas 1a.s conc:entra.ciones ensayadas Centre O 

y lmM) <Fig.. 4)... E1 grado de inhibic:i.6n <IHmá:,.:? de la actividad de 

la Mg +z_.ATF·asa., unida a l.a membrana. del. tilac:oide7 -fu.e 

1-.H-pirrol-2,5-dio~a (66.4Y.) > NEH (66/.) > -fenilmaleimida. (56.4Y.> 

> ca.rbo:.dhidrcxi-fenilma.leimida. (53%) > metilolmaleimida. <17 .. 57->. 

El val.ar de representa. la concentrac:ión de ma.leimida 

requerida para producir el SOh de inhibición de la actividad 
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Tabla II. Tiempos C"?timos pa.ra la inhibic::i 6n de la hidr-C"lisis. y 

la si.ntes:i.s de ATP por ma.lei.midas mono.,.u.nc1ona.les. y bi.;::unc.ionales. 

Ha.1eimida 

NEM 

N-metilclmaleimida. 

1-H-pirrol..2, 5-diona 

N,Teni1ma.leimida 

N.,c:arboxihidroxi--Fenilmalei.mida 

N,clorcmetilmalei.mida. 

N,N·-bisma1aimida 

Sismalei.midometileter 

N,N·-dihidrcaxieti.lenbismal.eimida 

N.N·-et..ilenbis.ma.laimida 

1,3-trimeti1enbismaleimida 

1,4-tet.rameti1enbismaleimida 

y 

y 

~Q 

sint.esi.s 

º· t:.Hoi' 
+2. 

Mg -A"rPc.ao. 

de 

tHoi 

<min) 

2 

ATP 

4 

3 

2 

4 

l 

2 

2 

2 

3 

l 

l 

f'-leron 

Ópt.i"""º 

lTtin: 
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ATP-sintetasa 

tSoi 

Cmin> 

5 

2 

5 

5 

5 

5 

5 

6 

5 

6 

6 

6 

det.ermtr.o.dc::us 

do 

Ópt.\.mo 

-.,.------· -- --· 

do 
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Fi~. 4. Determinación de1 e Te etc de concentraciones variables de 

las mal.eimidas en las actividades de la Mg + 2 -ATPasa ( b--6. ) y de la 

ATP-sintetasa < ._ _ _.) unidas a membranas ti1acoides de clorop1astos 

de plantas de c.hicharc:r. •z 
M9 -ATPc=..=to. d.Cli.VÓ por 

c:\.oropl.a..etos <30 µg de ... ,. 
o.d\..ciono.ron de eo\.uci.Ón de TT\0.1.ei.mi.do.s 

suepensi.ón de c\.orop\o..lSt.os oblener c:oncent.ro.c:1..onel5 

fl.guro. fueron 

sotubi.\.i..z.o..do..e i.ndi..c6 lo. . Fi.9. "''· 

t.o~ 

+z 
l.<> Mg -ATP090. ca.do. "10.\.ei.mi.do.. Al 

periodo de t.i.empo a..ct.i.vi..do.d 
+Z 

Mg -ATPCL.!!SO. 

dee.cribi.Ó MATE:RXALES METODOS. . Lo. 

aet.-.vó por \.u: <s.. :s mi.n> de de 

c\.orop\.~t..os '"º µg c:\.orof'\.\.O) que. cont.en1o. 

eorbi.~o\. :i.OOn"IMr IKCL :1.00mM. met.i.\. vi.o\ó9eT"M:> y 

pHB. vo\.Ümene-e o.dec:uo.doe de 

so\.ubi.l.i.zada.s .obtener 

conc:ent.ra.ci.oneo-e figuro.. .... c:ont..i.nuó lo 

i\un"li.T"lo.ci.ón duro.nt.e los ópt.i..mos máxiTTtO efoct.o d .. 

de> codo. o.c:t:i.v\.da.d lo. ATP-\.n\.eo\.csa. 

o.d\.c\.ono.ron ADP y ... l Pi. u.m>-S.:3mM> pe.ro. evo\.ua.r o.et.i..vi.dod 

de por . el. ]:>01.o.rográüi.c:o descri.Lo 

MATER:I.Al-ES V J.IETODOS. r•su1.t.o.dos present.c.n .. de 

ree~c:t.o con\.ro1.. concent.ro.eión 
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T.::.!:::la lI!. .. P~r.:=cnetros cinétic:os para. la inhibi.c:i en o esti.mulac:i. é'n 

de 1a. sintesis e hidrólie.i.s de ATP en el esta.do estacionario por 

maleimidas mcnof-unc:icna.les. y bi-func:i.cna..lee.-. 

+2····· ... 
Mg · .-ATPa$a 

Ma.lei.mida 

<7..> 

NEM 0.27 66 

Metilolmaleimida o. l 17.5 

1-H-pirrcl-2, 5-diona 0.6 66.4 

F enilma.1eimida 0.32 56.4 

Ca.rboxihidr-oxi-Fenil.-

ma.leimida 0.42 53 

Clcrometilma.leimida o.s 15 

N, N• -bi sma.l.eimida 0.5 80 

Bisma.leimido-

metileter 0.46 12.5 

68 

ATP-si.ntetasa 

"'º e 
Se-

<mM> 

0.01 

0.01 

0.005 

0.025 

·----···-·· 

"'º C. 
s~ 

<mM> 

0.48 

0.42 

0.44 

0.43 

0.34 

0.35 

0.3 

o.s 

(7..) 

35 

33 

20 

100 

45 

50 

100 

44 



cont.inu.:ic:ión T .. "4bla. 1111 

Dihidroxietilen-

bisma.leimida 0.53 63 0.005 0.3 50 

Et.~1.enbi,;¡maleimida 0.5 44 o. 28 89.4 

Trimetilen-

bismal.eimida 0.51 54 0.004 30 

Tetra.metilen-

bismalei.mi.da 0.5 68 o .001 24 

~ínt.e~i..s 

50 

hi.d:r-6\.i.~is de\ ATP~ ·se TTñ.d-\.eron l.a!S íi..gu.ro..s ... 
"'º 

y cs. CH;..' CSi.. conc:ent..rc:u;i.."on' <-rnM> i..-nduci..r ~0'6 

<mM> c:oncent.ra.c:::i..6n 

eint.esi..s ATP 

por 

\.o. 
-z . 

>fg · -ATP~o. y ATP-!51..nt.et.o.so.,. rospe-ct.i..-o.ment.e. 

porei.ent.o de\. c:c;iontro\.. 
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hidrol i ti ca ds la. enzima. IID. valores el 

grupo de ma.leimidas mor10Tuncionales -fluctua.n entre el rc..ngo de 0_1 

mM para la hidro:.:ime-tilmaleirnida.- hasta. 0.6 mM para la 

1-H-p:irrol-2.,5-dionc;.. El orden dec:.rec:iente de parámetro -fue~ 

1.-H-pirrol-::?.,S-diona <0.6mt-1> > c:a.rbo:.:ihidro~:i-fenilmaleimida 

<0.42mM> > Teni1maleim:ida <0.:32mM> NEM <0.27mM> > metilolmaleimida 

<0-1m1-1l. Nótese• que el orden de e-fec:.tividad para. inhibir la 

actividad de la t-1g+ 2 -ATPasa en -función de la c:onc:entr ación y 

respecto al tiempo de inc:Ubación c:on las ma.leimidas 

mo:no-func::ionales son di Ter ente.& 

""º 
(c:ompa.rar tHoi en 1a Tabla II y 

CH i en la Tabla IIIl. 

HodiTicac:ión de la. ac:tivida.d de la Mg +z_ATPa.sa. por 

m.a.leimidas. biTunc:iona.les inducida por luz. 

TeÓr-ic:amente las maleimidas bi-funciona.l.es pueden unirse 

c:ovalentemente a dos .9rupos -SH loc:a.1izados. en u.na misma subuni da.d 

o de subunidades di+erentes de1 c:omp1e~o CF 
0
-CF 1-" siempre y cuando 

l.os grupos -SH · estén loc:áli:zados a una distancia aproximada.mente 

igua1 a 1a.s distancias minimas .o má><imas de 1os e.entres reactivos 

que adquieren en el. espacio de acuerdo con su con-figurac:ión las 

ma1eimidas <Wold, 1967; Weiss y Mc:Car.ty., 1977>- Par-a. cubrir una 

gama amplia de dista.~~Í~s·· · crecientes, que~: exiSte!n, entre los grupos 

-SH del c:omp1ejo CF 
0 

~-~ s"' se .p1ant"e6 · .. el.. uso de siete maleimida~ 

bi .funcionales que se describen en ··1a Tabla III~ Este grupo de 

maleimida.s vari.a.n entre si por las dista.nc:i.a.s de los c::entros 

reactivos., asi como __ c_por .. -1a liPosolubilidad. Utilizando éstas 
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1 t 

male1r..1Ca-:- e:peramos ar..plia.r J.os conoci.rr.1.eni:.os respecto a J.os 

c.ar..tdos c:on-forrr.acionales que su-fre la. en=ima CH ..... -ATPasa> cuando se 

energi~a la membrana de). tilacoide, J.as distancias 

en 1as que probablemente se e">:ponen y entrecruzan l.os grupos. -SH 

de la H+ -AIF'asa. dal. c:l.oropl.asto, asl.. como un mayor c:onoc:.imiento de 

la polaridad del rr.ic:roarnb:iente donc:ie se enc:uentra.n l.os grupos -SH. 

Las distanc:ia.s que poséen las maleimidas seleccionadas, osc:i1a.n en 

un rango de 9.2 entre sus centros reactivo:; <tabla :I>. 

EJ. et.ro a~peco:.o interesante de ésta serie de ma.leimidas 

bi-func:::ior.ales que debido \SU estruc:tur-a quimic:a., 

e5-.pec:.i-fica.mente a la cadena. central que une a 10$ dos radie.a.les 

m.s.leimi.do <T .ab1a :n, tienen entre c:oe-ficientes de reparto 

distintos, dados por- e). tama.i"ío y natura.le= a. quimic:a del. 

substituyente que 5e une a.1 nitrógeno de1 ra.dic:a.1 ma.1eimido., dicho 

substi tu yente le c:.on-Tiere l.a molec:::u1a de ma1eimida una 

determinada. l.iposolubilidad o hidrosolubi1i.dac:l. a.mp1.i.-fic a 

la posibi.1i.da.d de que las maleimidas tengan ac:c:esibi1idad a 1os 

distintos grupos -SH e-xpuestos de 1as subun-idades de1 complejo 

CF0-CF1 loc.ali.zadcs en mi.ero ambientes hidrc-filic:os-hidro-fóbic:.os 

di.fer-entes. 

En la -figura 5 se muestra 1a. i.nhibic"iórl de "1a actividad de la 

Mg+ 2 -ATPas.a en CI-AL-RE por bi.smal.eimidas en ooFunción, dal. tiempo de 

pr-ei.ncubación ... En ésta gr-á.-fic:a se incluyeron J.os resu1tados 

correspondientes a la clorom~~~mal.eimi.da., tr-i.metil.enbisma.1ei.mida. 

y tetrameti1enbisma.1eimida. en ,_ de i.nhibici á"\ c:on respecto a). 

control.. La c:lorometi1mal.eimída aunque no contiene en su estruc:t\ ... ir-a 

dos radie.alas ma.1eimido <Tabla I> posible que se una 
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Ac·t .. 

Fig. 5. Determinación de 1os tiempos óptimos de inhibición de 1a 

actividad de l.a. Hg + 2 -ATPa.sa unida. a membranas tilac.oides inducida. 

por ma.1eimidas bi-func:.iona1es. condi.c\.ones de ensayo 

doeeril~ \a Fig. "· en~a.yos c:orre~p.onden 

\o. cl.oro1T1et.i..\.Tna.l.ei.Tni..da. ( :::tc----:::tic: > .. tri.meti \.en bisTT">Q.\.e\..Tni.do. < a--a > y 

( ··----<•• ). Los va.\.orees groii.ec.dos repr ese-nlo.n 

e\ ,.. de t.ra.lcnni.ent.os reepec:t.o a.c:"\.i:vtdo.d 

f"unc:i.ón de\ t. tempo i.nt.era.ceión de 

con los c\orop\.~t.os. 
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c:ova.lenten.en~e a. dos grupos -SH debido a. que a den-. as del ra.dic:al 

maleir.oido las carac:teristicas quimic::as del clero en el radical 

c:lorometilc. Ltnido al maleimido., es un e}{c:elente grupo · saliente y 

entror-1a c:c::.n espec:i-fic::idad al a.=.uTre de 1os grupos -SH de CF • La 
~ 

inhioic:ion se observa. es va.ria.ble depende del tipo de 

bismaleimida ensaya.da., alrededo:- de 1 min de incuba.ci én es 

su Ti ciente para lograr el mayor e-fecto de inhibición de la 

actividad de la Mg+z_ATPasa unida al tilac:oide- El e-fecto del 

tiempo de preinc::ubac:i 6n para la N-N-Bi.sma1eimida.., dihidrcn·:ietilen-

bisma.1eimi.da., bisma.1eimi.dcmetil2ter y metilenbisma.leimida 

Cgra-fic:ados de la. misma manera.> son seme..)antes a los presentados 

en la -figura. 5 7 por lo c:ua1 no se muestran, pero los tiempos 

óptimos <tHed. > correspondientes a éstas maleimidas se presentan en 

1a Tabla II. En general los óptimos de inhibic:ión de la a.c:tivida.d 

Mg +z_ATPasa por las maleimidas bi-func:iona.les son tiempos e: ortos., 

en ningún caso es mayor de 3 min <Tabla II> y son menores que 1os 

tHoi. de 1as maleimida.s mono-funciona.les .. Los va.lores . del tH:-i. para 

las ma.leimJ.d&s bi-funcicna.les están en el siouiente orden: 
-1 ... -··· 

etilenbismaleimida. <3 min> > N,N'"'-bisma.1eicnida, bismaleimido-

meti1- eter, dihidroxieti1enbisma1eimida. (2 min> > tr-imetilen-

bisma.1eimida., tetrametilenbi.sma.leimida., c:lorometilmaleimida (1 

min>-

<3.4) la c:oncentra.ción de ma.leimi.das bi-func.ional~s 

en la actividad de la Mg+z_ATPasa unida a la membrana del 

ti1acoide. 
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La Ti.gura 4 rnues""C.:-a E:-.l. eTec:to inh:ibit.orio de c:oncentr"aciones 

c:rec::ien"t:.es de la clorometilm.aleimida en la actividad de la. Mg+z 

-ATPa.sa del -factor de acoplamiento unido a. la membrana del 

tila.coi de. En la -figura 6 se pre~entan los resulta.dos 

correspondientes a la N.,N-bisma.leimida., etilenbisma1eimida, 

dihidroxietilenb:ismaleimida, bisma.leimidometileter., trimeti1en-

bismaleimida. y tetrametilenbismaleimida.. Las maleimi.das 

bi.-fu.ncio.-.ales indujeron una inhibic::ién parcial de la actividad 

Hg+z_ATF'a.sa., ésta inhibición -fue mayor a medida que se incrementó 

la concentración de las b:isrnaleimidas., en el. rango de 

conc:.entr a.c::ione s ensaya.das Cde o a 1mM), c:on e::c:epcion de 1.a 

dihidroxietilenbismaleimida <Fíg. 60) y la bismaleimidometileter 

<Fig. 6El que estimularon ligeramente la ac:tivida.d enzimatic:a. a 

c::onc:entrac:iones menores de 0-1.mM y c:onc:entra.c:.iones mayores 

causaron inhibición., éstas dos maleimida.s tienen 1a. c:ara.cter istic:a 

de ser más hidro-f11icas compara.das c:on las otras ma.leimidas 

bi-funcionales ensayadas. 

La IHmá.x" obtenida de las -figuras 4 y 6., de 1a.s ma.leimidas 

bi+unc.iona1es se pr-esentan en la T abl.a III. E1 orden decreciente 

de inhibición de la actividad de la Mg +z_ATPasa. producida por 

éstas maleimidas es: ~N·-bismaleimida (80%) > 

tetramatilenbismaleimida C64'l.) > dihidroxietilenbismal..eimida (63%) 

trimetilent.isrn.a.leimida (547.> > etilenbisma1eimida. (44%) > 

c1orometi1ma1eimida (15%) > bismaleimidometileter <12.5%). La 

mayor inhibición producida por la N,N .. -bisma.leimida -fue de 80% 

<Fíg. 6F>. 
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Fig. E-f ec:to de concentraciones va.riab1es de maleimidas 

biTuncionales en las actividades de 1a Mg + 2 -ATPa.sa < J::r--A y de 1a 

ATP-sinteta.&a ( •--•) unidas a membranas tilac:oi.des de cloroplastos 

de plantas de c.hícha.ros. t..os 

c:ondi.ci.ono= lo.s de=:cr'\.t.o.=i lo. Fi.g. 4. L.os re-su\.t.a.do= 

de t..ro.t..O.TT1'\.e'T'\t..O= 

ot cont.ro\. fune't.On concent.roe'-ón ¿,. el 

medl.o. 
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Un aspe;;::to interescnte en relación al e~ec::to de las 

maleim1das bi-funcionales como inhibidores de la actividad de l.a. 

Mg +z_ATPasa unida a la m2mbrana del ti1ac::oide.. es que, ·aunque 1os 

valores de l.a. inhibición maxima son considerablemente 

di-ferer.tes entre si CTa.bla III>, los va.lores de la c::onc:entrac:ión 

para inducir 50/.. de inhibic:i ón en la actividad Mg + 2-ATPasa ce~~> 

son prácticamente iguaies mM> para las siete ma.leimidas 

bi-func:ionales CT abla III>. 

Con la +in ali dad de determinar si existe rel.ación entre l.a.. 

inhibición de la Mg +z_ATPasa unida a la membrana del tilacoide y 

la distancia entre centros reactivos de las maleimidas 

bi-func:ionales se gra.-fic:aron los valores del l.ogaritmo de la 

velocidad <lag V> en -función de la c:onc:entrac:ión de l.a.s maleimida.s 

obtenidos por- regresión 1ineal <Fig. 7). Se selec:c:ionaron las 

curvas pertenecientes c::ua.tro maleimidas que mostraron un.a. 

relación lineal entre la distancia de sus centros reactivos y el 

grado de inhibic:ion. El orden c:rec:::iente de inhibic.i ón inducido por 

las bismaleimidas., la. distancia c:rec::iente entre centros reactivos 

y el coe-fic:iente de c:orrel.ac::ión obtenidos según la Fig. 7 es: 

c:lor-ometil.maleimida (15%, 3.5.A., -O.B> > eti1enbisma1eimida (44%, 

-C>.93) > trimeti1enbisma.leimida (54%, B.'.3A, -0.83> > 

tetra.metilenbisma.leimida. <64%, 9.2A, -0.9>; de e~tos resultados se 

puede deducir que a. mayor distanc::ia entre centros reac:tivos hay 

mayor inhibición de la actividad de la. Mg +z_ATPasa. unida a la 

membrana. del tila.coide. Sin embargo., nótese que la 

N,N"-bismaleimida Ccoe-fic:iente de c:orrelac:iÓf"'l -0.9) c:on un.a. 

distancia de 5.S A , entre centros·- reactivos <ligeramente· mayor que 
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Fig. 7. J:nhibic::ión de l.a actividad de l.a Mg + 2
-ATPasa en -función de 

1a concentrac:i.ón de bisma.l.ei.midas y su re.alción con la distanc:ia 

entre l.os c:entros reactivos. de J.as bi.sma.1eirnidas. 

c:t.oror."tet.i\.mc.l.ei.mi.da. >. 

( 0---0 >. ,_, y 

( 0---0 >. obt.uvi.ercn por regre-~Ón 

cie-\ \09 hi.ci..-Ó\.iei.'9 cie\ ATP pcr 

expreso.da. ATP hi.dro\.i..:cs.de 

clorefi.\.o !unción COT"'Cent.ro..c:i.ón cie 

enS~YO• 
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la c:lorometilmaleimida> promovió la mayor i nhibic:i 6n de 

SO/:> de entre todas las maleimida.s (Tabla. III>.. La rec::ta obtenida 

par-a la N~t.!'-bis:naleimida Cno mostrada> tendría. una pendiente 

menor que cualqLtiera de las rectas presentadas en la -figura 9., es 

decir., c:oloc::ada. a.bajo de la tetrametilenbisma.leimida .. El 

e.fec::to observado con la N,.N·-Bisma.leimicia podria sugerir que al 

menos uno de- los grupos -SH que entrecruza no es a.c:c:esible para 

las otras ma.leimidas., incluida la clorometilmaleimida.., por lo cua.1 

no puede integrarse a la relac:ion dista.nc::ia.-inhibic::ión se.i'Sa.lada 

arribe.. Se obtuvieron resulta.dos semejantes respecto a la ausencia 

de u.na rel.ac::ión entre las distancias de centros reactivos 

inhibición para la dihidro>:i etilenbi smaleimida y la 

bismalei.midometileter. Al ana.1iza.r- las estructuras de la.s 

bisrnaleimidas que no guardan una relación c:on las distancias de 

sus centros reactivos y la. inhibición de J.a actividad de la 

+z 
Mg -ATPasa.7 se observa. que son más hidr-o-Filic:as comparadas con 

las bismaleimidas de la -figura. 7.. Entre otros -fa.c:tor-es que pueden 

a-fec:tar la rea.c:c:::ion de 1os grupos · -SH c:on 1os centros reactivos de 

las bisaialeimidas es el mic:roa.mbien'te en el que se loc:a.li:a.n 

dicnos grupos -SH y el valor de coe;::iciente de reparto de las 

bisma.leimidas7 

bismaleimidas 

-SH e;:puestos 

por lo que e:>:iste la posibilidad 

hidro-filie.as puedan rea c:c:iona.r- solo con 

hacia el medio acuoso de CF .. .. 

de que las 

los grupos 

(4) INFLUENCIA DE ADENIN NUCLEDTIDOS, FOSFATO Y DESACDPLANTE 

EN LA INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA 
+2 

Mg -ATPasa DE CLOROPLASTOS 

POR MALEIMIDAS. 
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La. :iluminac:ión de tilacoides de esp1nc.ca la.vados. 2 o 3 veces 

con el medio de resuspension, y modi-fic:a.cio= covalentemente con 

N-eti1ma.1eimida (f"1c:Carty y Fagan 1973> y o-...fenilenbismaleimida 

<Weíss y tl:::Carty 1977> en c:ondic:ior.es de iluminación promueve la 

incorporac:iór:. de és~os c:ompue-stos en algunas de las subunidades 

del -factor ac:oplamiento l. Es-e.a :incor-porac:ión produce 

inhibición de 

Mc:Carty 

de 

la -fotoTos.forila.c.i o.-. 

Weiss y McCarty 

...fotosintética 

1977) y es 

(Ha.gnusson 

protegido 

y 

con 

de-sacoplan~es nuc:1eóti.dos <ADF", ATP>. Para determinar si éste 

era el ca.so en la inh~~ic:io~ de la actividad de la Mg+ 2 -ATPa.sa 

unida a. la membrana del tilac:oide de CI-AL-RE de chícharo, rotos 

en el momento de 1a. rea.c:c:ión con la malei.mida, se - eligieron dos 

maleimidas mono-funcionales y cuatro bi-Funci onales para 

el e-fec:to de su unión c:ovalente c:on 1os grupos. -SH del 

determinar 

CF 
1 

en 1a. 

presencia de adenin nucleóti.dos~ 

Las maleimidas selecciona.das 

.fos+a.to o 

-fueron: NEM~ 

Cdesac:oplante> • 

-fenilma1eimida., 

c:lorometilmaleimida, N.,. N"-bismaleimida.., trimetilenbismaleimida 

tetrametilenbisma.1eimida. Los nucleótidos., -fes-fa.to, desacoplante 

y 

y 

sus mezclas -fueron: ADP <lmM>, ADP+Pi <1mM, 3mM>, ATP (2.2 mM>., 

ATP+Pi <2-2mM., 3mM)., Pi (3mM) y NH4Cl <4mM). 

En la tabla IV se presentan los resul.tados obtenidos 

respectoa a la inhibición de la actividad de 1a Mg-: 2 -ATPa.s.a unida 

a la membrana del tila.coide., muestra que la inhibic::16n -fue menor· 

o totalmente protegida por la presencia de ADP, con e>:c:epc:ión de 

la clorometilmaleimida., que indújo un inc:rementó en la inhibición 

y -fue de 11% <sin ADP) a 65Z <con ADP> respecto al cóntrol. 
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Tab1a :IV. E-fec:to de adeni.n nuc.le ótidos., -fes-fa.to y cloruro de 

amonio en 1a inhibición de la. actividad de 1a Hg+2 -ATPa.sa 

por ma.leimidas. La Mg + 2
-ATPasa de cloropla.stos intactos <30 µg de 

cloro-fila> -fue ac:tivada como se indicó en la Fig. 1.. Enseguida se 

adicionaron simu1 tá.neamente 1as maleimidas y 1os nuc.l.eótidos~ el 

Pi 6 e1 NH
4
Cl, se continuó c:on 1a iluminación por tiempos 

equiva.1entes a 1os "tiempos óptimos de inhibición" 

correspondiente a c:ada ma1eimida.. :Inmediatamente se .apagó 1a. 

-fuente luminosa y se adic:::i.on6 un medio cuya composición era: MgC1
2 

2mM; NH
4
Cl 1..lmM; ATP 2.2mM 

ATP; Tric:ina. 1'Sm.M a pH a... A las muestras que contenian e1 ATP 

desde e1 ma.rca;je se les adic:ion6 un medio ·semejante para el 

ensayo., pero sin el ATP 2-2mH.. Los de.t.a.1.l.es "de 1a· ac:tivac::íón y el 

ensayo de la Mg+2 -ATPasa est.a.n de~critos- en .MATERXALES y METODOS. 
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Act:ividad de 1a +2 
% de1 control (pmo1 Pi· mg -1 -1 Mg -ATP.nsa como o cloro fila .. h ) por 

adición de: 

Adici6n ADP ADP+Pi ATP ATP+Pi Pi NH 4 C1 

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) 

Feni1-

maleimida 60(120) 90.3(165) 110.8(240) 108(270) 92.2(272) 163.6(240) 58.2(152.5) 

= ..... C1orometi1-

ma.lcimida 89(178) 35(64) 76.2(165.17) 154.4(386) 184.4(544) 199(292) 32.8(86) 

N.N'-bisma-

1eimida 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) 

Tetrameti1en-

bisma1eimida 53(106) 91.8(167.7) 92.3(200) 76.8(192) 44.8(132) 99.5(146) 42(110.27) 



En 1a. misma. T a.bl.a. IV, se observa que la. .presencia. de ATP en 

el. medio de reaccion de 'la rnal.eirnida. con 1os grupos -SH de1 CF no 
1 

solo eliminó 'la inhibició-~ en 1a actividad de l.a. Mg +z_ATPasa por 

l.a.s maleimidas., sino además1 en 1a mayoria de 1os e.ases incrementó 

la actividad de 1a Mg + 2 -ATPa.sa <Tab1a. IV). Por ejemp1o, 2 .. 2mM de 

ATP y l.mM de N,N--bisma.l.eimida indujo una actividad de 200%, 

respecto al. c:ontro1. resultado p_odria sugerir que 1a 

N.,N"-Bismaleimida. entrec:ru=a diTerentes grupos -SH en 

Oct..\rre el. cambio confcrmac:.i.ona.1 por energizac:iórl 

tilac:oide y que además N,N"-bismalei.mi.da dete:::ta 

CF 
1 

c::ua.ndo 

1uminosa. del 

e1 c:ambio 

con-formacional. inducido por ATP. En e1 primer e.as.o 1.a bisma.1eimida 

1nduc:e inhibición de l.a actividad de 1a. Mg + 2 -ATPasa., mientras. que 

en el segundo ca.so el. entrecruza.miento induce la a.c::tivac:ión de la 

enzima. Cambios con+ormaciona.l.es di-fer entes en 

sugeridos por Ryrie y .Jagendor-f (l.971.>, 

di-ferenc:'ias en 1a incorporación 

energizados en presencia y 

des.acoplantes-

Obsérvese que el. -fes-fato 

inhibición de 1a actividad 

de 3 H O 
z 

en 

en ausencia. 

CKH:zPQ4 3mM> 

Mg +z_ATPa.sa. 

el CF .. 
quienes 

CF de .. 

han sido 

eva1uaron 

c:lorcpl.astos 

de substratos y 

no solo previno 1a. 

producida por 1a.s 

ma.l.eiffiidcl5., sino que a.demás condujo a un notable incremento de 1a 

con respecto a.1 control.., por ejemplo., con l.a 

actividad. de 1a 
+z 

Mg -ATP.,sa -fue de 241%. 

Pero. 1a 1,4-tetrametilenbi.smaleimida. en presencia. de -fes-fato 

pr-odújo sól.o protección de 1a inhibición de la actividad de l.a 

t1g+2 -A'TP.ása:-· '(Tabla IV>., éste r-esultado es semejante a.1 e-fecta que 
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• • 
Hl 

'_, 

produjo e1 ATF' i ... ~·:- +-2 -ATF'asa :\n.duc:ic:!a:io. por 

ma1eJ.midas. 

En general. las me::;::c:las de AOP+Pi y maleimidas condujeron a 

veloc:idades hidrolíticas ligera.rnente mayores que las promovidas 

por la.s m2=:i:::las de maleimida.s y ADP., pero son marcadamente menores 

que las obtenidas. por- las ma.1eimida.s en presencia. de Pi solo 

<Tabla lV}. La i.nhibici.cn de la. actividad de la de 

c1orop1a.stos produc:ida. por- NEM, N--fenil.maleirnida., N,N--bisma..l.eimi.-

trimetilenbisma1eimida y tetr-a.metilenbisma.1eimida. ·.fue 

prevenida. por la presencia de l.a rne:zc:la. ADP+Pi. <1.mM., 3mM> en e1 

medio <Tabla lV)~ En el caso de 

de ADP+Pi provocó un incremento 

l.a. 

en 

clor-ometilma.lei"!"~da..,, '.·1a. me::c:l.a. 

1a inhibición de-·,.· 1·~··, :·~~~vi.dad 
de l.a Hg + 2 -ATPa.sa de 11% 23 .. 8%., éste ~~h;,i:~e:~~·~ 
produci.do por e:l ADP UmM>., en ;.l.a.· ·::me:i:cla 

nuc1e6t.ido-c::loromet.i.1ma1eimida la inhi.biCi.~· .. : ,·:'-fue!· . mayor. 
.. •.; <<::.~·_: ~ ··:.-.:: . -.~' 

e.fec:tos·· · d;,,l ·· > nuc:leótit:!c 

:.(657..l. Lo 

a.nter-i.cr indic::a. que los ADP· y el. .. ->· . 
-fes-fato no son a di. ti vos y que· e1 · · · i.~Crer~lento en actividad 

promovido por el -fes-fato so1o es inhibido por· e1 ·· AOP, . c:uando se 

mezc.l.a.n • 

La adición de la me2.clá. ATP+Pi '3mM> durante el 
- . . -. . - . 

ma.rc:aje de los -ctc:i_ropla7;tos 

c:lorometil.ma.leimida +:. ·.· .~:N·G~~1,,;r:~icnida 
ac:tividad de la Mg ,....ATF:asa'::•~<Tabla IV> 

incrementó 
''" ''\•: :·-,.· 

c:onside~abled.e~·té,1 
: 1a 

inhibición de l.a. 
·'.:-:_· ·+z 
-'Mg -ATPa.sa 

c:on ~EM., Tenilmaleimida., 

evi.tó 1c:L inhibición de la 

y en a.1gu.nos caiscs también 

ac:tividá.d en:.imat.ica. La 

producida por la 

-trimeti'lenbisma1eiínidá ·Y ::1a..·· - tetrametilenbisma.1eimida <SS'-./.) no -fue 
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Nuevamente en <ésta serie de ensayos observamos que ~ los e-fectos 

de1 nucleotido <Al?) y e1 Pi r.o Tueron aditivos y 1os incrementas 

en la actividad cata1ític::a producidos por las mezc.1a.s de Pi con 

aparentemente son inhibidos parcialmente por el 

nucleótidc. .. 

EL Tos-fato y e1 ADP son productos de 1a hidr-ólisis de1 ATP., 

pero cuando 1a enzima cata.liza la síntesis de1 ATP " e1 ~os-fato y el 

AD? son 1os substratos del complejo H+ -ATPasa... En, · ~ste trab·a.30 

obser:vamos que los productos de la Mg + 2 -ATPa.sa causan . protecc.ion 

de la inhibición de 1a a.c:t.ividad de la Mg +z_ATPa:sa : ~.-:de :;.:,,.c:loropla.stos 

de chi.charo i.nduc:ido por ma.leimiciaS y 

bi-funcionales. Finalmente el desa.c:op1ant8' sÓ1o una 

prc-c.ec:c:ion pa.rc:ia.1 del e+ec:to inhibit0r~6 · l.a.s maleimidas; 

notandose una. protección tota.1 . solo con_ N.,N"'-bisma1eimida 

<Tabla IV>.. En 1a misma Ta.b1a se observa· "que .. e1 desacop1ante en 

presencia de +,enilma.leimida., trimetilenbismal.eimida y 

tetr ametilenbismaleimida no causó ninguna. pro~ección., ya. que las 

velocidades son semejantes a 1as de 1os controles con maleimidas. 

Además., se observó que l.a c:lorometi1ma1E!oi.mida en presencia del 

NH Cl .. indujo una mayor inhibición. de l.a actividad de la 

+z Mg -ATPasa., de 11% respec:to al. control. con maleimida. a 67-2% en 

presencia de ma.leimida y desac:oplante. Estos. resultados son 

opuestos a. l.o reportado por McCarty y Faga.n (1973> y \.ileiss y'" 

McCarty (1977> respecto a la. protección de l.a inhibiciQ.r-. por 

desac:oplantes cuando la inhibición de l.a ~oto-fos-forilación es 

inducida ··por maleimidas • rnono.func:ional.es o bi-func:ionale.s. "',Nuestros 
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resultados sugieren que al desenergi=arse la merr~b:-an=. 

tilacoide por e-f ecto del dasacoplante .. podrian inducirse cambios 

c:on-formacionales que e~~ponen grLtpos -SH de las su~ur.idades de CF 
1 

c¡ue normalmente no están e>:.puestos en la. lu::: o en la obscuridad y 

que resultan muy accesibles a la c:lorometilmaleirnida., la cual 

induce una mayor inh:ibic::ion qua en ausencia. del desacoplante. 

Es interesante destacar el comporta.miento de algunas 

maleim:idas cuando se ensayaron en presencia de nucleótidos.., Pi o 

desac:oplante- De los compuestos ensayados., la clororrietilmaleimida 

es la que tiene menor dist.ancia entre sus centros reactivos <3.5A., 

TablaD. Se observó una -fuerte 

:inhibición en presencia. de ADP, 

maleimi.da pero no con ATP. 

la 

Los nucleótidos., -fas-fa.to 

inhibición de la actividad 

y 

de 

tendencia. al incremento de la 

ADP+Pí y desac:oplante 

desacopla.nte eliminaron 

la Mg +z_ATP.asa inducida 

c:on esta 

totalmente 

por la 

N, N'-Bi s~aleimida,. aún c.ua.ndo ésa inhibición -fue la más potente 

Tabla III> de entre las 12 ma1eimida.s ensayadas. La 

distancia entre centros reactivos de la N., N .. -bismaleimida es de 

5.5A y es mayor- que la de la clorometil.ma1eimida. <3.SA>. Los 

resu1tados sugieren que en ausencia de nuc:leótidos y desac.oplante 

la N,N--bismaleimida está reac.cionando con grupos -SH que 

probablemente son inaccesibles a la a.cci én de la 

c:.1orometi1maleimida y que éstos grupos -SH se encuentran a unp 

distancia mayor de 3.5..&. y probablemente mu.y cercana a 5-5.A- El 

desacoplante., los nucleótidos., el -fos--fato y sus mezclas no solo 

evitaron .. -1a inhibici.Óf"'l -por la. N,N .. -:--bismaleimida., sino que, además 

87 



promovieron en todos los casos., incre:r.~nto en la actividad de la 

-f+2:: • 
Mg -ATPasa Ltn:ida al tila.coide .. Los incrementos en la actividad 

hio:-oli tic: a mas importantes., promovidos por ásta. maleimida, se 

produjeron en presencia. de ATP o Pi., 200% y 2417-, respec:tivamente 

CT abla. IV). 

Ni el ADP ni el desacopla.nte revirtieron tota.1mente la 

inhibi.c:ión de la actividad de la 
-+-2 

Mg -ATPasa inducida por la 

trimetilenbisma..1eimida que tiene 8.3A de distancia entre centros 

reactivos y que resulta mayor que 1a. ·de la clorometilmaleimida. y 

la N 7 N"-bismaleimida ... Unica.mente en presencia de ATP CJ Pi se 

previno la inhibición al · 1oo:r. , .. <Tabla IV>, lo que podria sugerir 

que el ATP y Pi., pero no el ·ADP ni el. desacopla.nte, protegen los 

grupos -SH que bloquea la.· tr-imetilenbisma.leimida. 

Los centros reactivos de la tetra.meti1enbisma.leimida están 

en'l:.re s1 a una distancia. de 9.2 .A., es la. bisma.1eimida con mayor 

diatanc:ia. entre centros reactivos de entre tedas 1as utilizadas en 

éste traba.jo. La inhibid 6-1 de 1a actividad de la 
+2 

Mg -ATPasa 

inducida por ésta maleimida no -f'ue tota.1mente revertida por el 

desa.c:opla.nte, nucleótidos · o sus mezclas con Pi <tabla IV>., además 

en la presencia. de ATP+Pi CJ desac:op1a.nte se incrementó la 

inhibición ... 

Los r-esu1tados presenta"dos en la Tabla IV., en relación a 1.as 

maleimidas bi-func:ionales~ sugieren que: aparentemente e>:iste una. 

distancia c:ritic:a. (o un coe-fic:iente de reparto de la enzima, que 

... ~es semejante al .de, ..1as .... , bismaleirnidas o 1a. contr:ibuciéo_ de ambos. 
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:c..=t=..-.:=z) E;-.tre cer.~ro=:. reactivos de 1a rnaleimida para que se dé 

una protección con los productos., substrato o 

desacoplante la inhibición de la actividad c:atali.tica inducida. 

por las maleimida.s. La distancia. entre los centros reactivos., de 

éstos compuestos entrecru=.aF"lltes., de 5.5 ºA o cerca.nas a 

apc..renternente optirni=a 1a e..fectividad de los nuc.1eótidos., Pi., sus 

mezclas y desac:oplante en la prevención de la ·inhibición. 

Distancias rnenores <3.5 A> o mayores <B.3 A y 9.2 A> de los 

compuestos entrecruzantes parecen disminuir 1a. susceptibilidad dal. 

sistema .a l.a reversión de la inhibid ón. Aún distancias 

rr1enores o mayores de 5.5 A en presencia de nuc:.leótidos o 

desa.coplante parecen incrementar ·1a inhibición. 

(5) MODIFICACION DE LA FOTOFOSFORJ:LACION EN CLOROPLASTOS POR 

MALEIMIDAS MONOFUNCIONALES V BIFUNCIONALES. 

En nuestra investigación., 1a. medición de l.a actividad de la 

ATP-sinteta.sa se inició con 1a adición d&! c:l.oroplastos intactos a 

un medio isotónica mente menor a.1 que contiene a l.os c:l.oroplastos 

.intac:tos., induc:iéndose 1a ruptura. de 1os organe1os simultáneamente 

con la iluminación., en ausencia de substrato <ADP-Pi> e inc:ubando 

por minutos .. La ac:tivación de la ATP-sintetasa con luz 

saturante requiere de sólo_ unos segundo~ para l.legar a 

utilizar <1.5minl que tiempo empleado para. inducir la. 

.. ac.tiva.c:ión de .].a a,.;·, ti1ac:oides par::-a tener las, 
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mi.s&T.as c:ond:ic.iones ce tiempo ac:tiva-::.~on en ambas actividades 

en4:im&t:i.cas... Después del tiempo de act1vación se adicionaron las 

maleimidas solubili:::ada.s En el mismo medio de ensayo y se continuó 

con 1a iluminación por tiempos constantes o variables: Cseg'\.lií1 se 

indica en las -figuras>., manteniendo el pH en B-: a.1 -final de tiempo 

de mar-ca.je se adicionaron l.os substratos CADP . (1mM) y Pi <::SmM>J 

par-a 1a s1ntesis de ATP, por incubación de 1a suspensión de 

t.ilacoides durante dos minutos tal. como se indicó en MATERXALE:S Y 

METODOS. Las condiciones de ac:tiva.c:ión de 1a ATP-sinteta.sa e 

incorporación de 1as ma1eimida.s se rea1izó en condic:ones 

semejante:;. a los ensayos respectivos para 1a. Mg +z_ATPasa unida a 

ti1a.coide5., con la. -fina1idad de ..fáC:::i1itar 1a interpretación de los 

resultados. 

(5.1.) Modi-ficación é:le la TotoTos~ori1ación por ma..leimidas 

mono-;:unc:iona1es y bi..fl&nc:ionales en Tunc:ión de1 tiempo de 

preincub.aci6n en 1a 1uz. 

Con e1 cb_jeto de determinar el tiempo Ópt.imo de reacc:ión de 

las ma1eimidas mono-func:iona1es c:on los ti1ac.cides y evaluar su 

en 1a s1ntesis del ATP, se variaron 1os tiempos de 

preincubación e.en 1as ma1eimidas y 1os resu1ta.dos encontrados de 

1a si.ntesis del ATP en el transcurso .del. tier:ripo a diTerentas 
'· .. _ ·_-.-. '- \ ·-: 

tiempos de preinc:ubaciórl de los·- tilac:oides c:on a1guna? 

maleimi.das se muestra. en 1a ~igur:-~ ·._9 ~~B~ La 1-H-pir-ro1-2.,S-diona 

<O.SmM> prodújo inhibición c:rec:iente de '1á sint2sis de ATP en 
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Fig. B. Inhibicié.n de 1.a -foto-fos-fori1ac.i en en 

ma.leimidas mono.funcionales en ..función de1 tiempo 

ATP. o.ticuot.a. c\.orop\.o.et.os '"º µg 

a.dici.ona.ron d .. si..gu.i..enle-

a.g;.1.oci.ón ... "' 
o.di.c:ionó <A> J..-H-pirTo\.-2.,.5-di.ono. 

<O .. !SmM> eolubi.1.;.:c.do.s y 

por t.ie-Tnpcus di.feren\.e <ent.re- o."' 
t.ro.r.scurri.do t.iennpo a.ch.c\.ono.ron e\ ADP 

eva.luó \o. ve\.ocido.d de de\ ATP 

MATE:RXAL..E:S Le>9 re-sut.t.o.dos 

A.TP produci.de c\.orofi.\.o. ATP 

fu.nc:\..ón d .. \ t.i.empo de fot.ofoefori..\.a..e'i..Ón. 

corresponde, o.demás del. cont.rol.,. 

c:\.orop\..o.elos pre-senc:i.o. 

c.loroplastos por 

de1 se eintesiG 

co1T1po~i.ei..ón: :so:-b;.t.o\. 

<B> fen\.\.rroo.lei.mi.dc. 

con\..i..nuó 

dee:pués 

y 

de 

d .. 



inhibición encontradas para 1a. sintesis de1 ATF" antre 1 y B min no 

.fueron grandes., ya que., solo varió de 13 a 9 µMo1es ATPp:-oduci.do 

- 1 mg cloro-fila <después de min de hidr61isis> 8-A>. Un 

e.fec::to mayor en l.a. inhibición de 1a. +ctofosTorilac:ión se observó 

con la -feni1ma1.eimida tFig. 8-B>, ya que, la inhibición se 

incrementó notablemente con -e1 • tiempo de preincubac:i éel .. .,. La 

inhibición de 1a. sintes:is del ATP producida por 1a. -fenilma.leimida. 

es casi tota1 con una conc:entrac::.ión de 0 .. 5mM de ma.l.eimida y 5 min 

de preinc:ubación. 

El e-Fec:to del ,tiempo de preicubac:ión de la NEM, metil.ol-

ma1eimida. en l.a actividad de la 

ATP-sinteta.sa resu1t6-- sem"e_jante, . a -1o. desc:rito para la 1-H-

pirro1-2.,5-d~ona., por lo ct..ia.l. .: no se presentan 1as curvas obtenidas 

para - ---~éstas· ma.1eimidas. Aunque.; 1os · tiE:!mpos óptimos de inhibición 

de la -foto-fos..forilación Ctsc:i:;.> . par:a 1as mal.eimidas mono-Funcionales 

se repotaron en la Tabla IL 

En la ..figura 9 A-B se pres.enta.n 1os resultados obtenidos con 

algunos tiempos de preincuba.ción de maleimidas bi-FÚ.nclonales con 

1os c:loropla.stos en la 1uz.,. ·y su e-fecto en la síntesis de ATP. 

Tiempos cortos (30 s> ,_de preilum:ina.ción de los cloroplastos en 

presencia de de c:lorometi1maleimida.., incrementa.ron la 

stntesis de ATP ;, re.~p8-c~o . a.1 control de manera no lineal., por lo 

que., de::;.pués de ~- 4 min la ~{ntesis de ATP es equivalente a 1a qel 

c:ontro1 tF:ig. 9-A>- Sin embargo, 6 min da preiluminac:ión 

produjeron una nota.ble inhibicién de la -foto-fo s-fori la c:i á"1 y la 

inhibición se hace lineal respecto a.1 tiempo de ._..síntesis .. de1 ATP .. 
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Fig. 9. Inhibición de l.a +oto~os+oril.ac:ión en cloroplastoz por 

bismaleimida.s en -función del. t.3.empo de sintesis del. ATP. LOS 

TeCL\.i.za.ron desc:ri.t..c:r.!5 Fi.g. e. 

c:o.d::::. de corre~Po~de, . de\. cont..rol.,. 

crec::i.en\.es o.::> y - m\..n> \.05 

cl.orop\.o..st._oe de: <A> c:\.orom9t.i.l.Tno.\e\..l'ni.do. 0.5mM <B) 



En 1c -figura 9-B se muestra,... lo= la 

Etilenbistr.a.le:..;r.id6, se observo que la -foto-fos-Torilac:i ó-1 se inh1bi ó 

en .fun~ióro del ~ie:npo de preincubac:.ión cie los cloroplastos con 

ésta bisma1.eimida-

Los resultados de 1os ensayos corr-espondientes a1 e-fec:to del 

tiempo de preinc:ubaci.61""'f de los c:lor-oplastos en la luz con la 

N, N" -bismaleimida., dihidroxietilenbisma.leimida, bisma.leim1dometi1-

eter, trimeti1enbisma.leimida, bi.smaleimidomet.ileter-., trimetilen-

bisma.leimida y tetramet.ilen~ismaleimida no se muestran, ya 

presenta.ron e-rectos semejantes a las presentadas para 

c1or-ometi1mal.eim.ida o 1.as c:orrespondientes a 

eti1enbisma1eimida. lFig. 9 A-B). Los resultados ene.entrados 

tiempo de preiluminación de 1os c:l.orop1a.stos c:on 

mal.eimi.das se muestran en 1.a. Ta.b1a 
~"{se. o:X-~v\ero'("', óc:. 1:. ;;·.:.: .. !.o, 

I1' 1o5 tSoi var-i.a..n entre S 

que. 

la 

la 

del 

las 

y 6 

minutos, con e::c.epc.ion de la 1-H-pirrol-2..,.5-diona.Cque -fue menor>., 

é5tos tiempos. resultaron mayores que los requeridos para inhibir 

1a. Mg +z_ATPasa CT a.bl..a 1.I>, con di-ferenc:ia de hasta 5 minutos para 

la trimet.ilenbismal.ei.mida, y la tetrametilenbismalaimida.. Es, ta 

divergencia en tiempos de exposición a l.a.s ma.leimidas muestra que 

la modi-fic.acié>n quimica por ma.l.eimida.s al. complejo de 

cl..oroplastos es más sensible para. la hidrólisis que para. l.a 

s1ntesis del ATP y sugiere que una misma maleimida.., mono-fu.nci.ona.1 

o bi-funciona.1., estA detectando con-formaciones di..ferentes del 

comp1ejo H+ -ATPas.a en donde 1os grupos -SH a l.os que se unen ia.s 

ma.leimida.s están expuestos a distancias y/o medio ambiente 

di-fer entes .. 
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Fig. 10 Oeterminac::ión de 1os tiempos óptimos de inhibic::i ón de la 

+oto+c5+cri1aci6n en clorop1astos por CA> maleimidas 

monoTunci.onales y CB> bismalei.midas- ~on 

f\.gura.s e y s>. vo.\ores 

ccrresponden .. \.o. -ve-\.oc\.do.d Colofosfori. \.o.ci.ón d<> \.os 

c:\oropl.o.~t.os lro.lc.dos c:ort1..ro\. 
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y r'\cCa.r-=y c1-;;77} repor"ta:"""on qWE: o..c;.le-i;nida 

bi~t-lr.c1ona.l o--i-.:-r.il<=ncir..aleimiCc.. <OPLM), inhibi.o irré:Eversi!:>le:-::.ente 

l.a. -fo-to-f os-fori l.=.. e i éo en tilac:oid:as. lavados de c:loropla~tos rotos 

de espinacas., concentra.c:iones r.ienores de 10071H., incubados por 1 .. 5 

min de reacc::ión de la OPDH con el c:loroPlasto. por lo que Tue., 

aproximadar:~ente 500 vec::es ma.=. e.fectiva que 1.a NEM- Debiendo ser 

iluminados los ti1ac::oides en presencia de ese reactivo antes del 

ensayo de 1a Toto-Fos-fori1ac.ión. Además., la. OPDH indujo ac:clerac:ión 

en el trasporte de elac:t.rones. y abatió 1a bomba de proton~s., por 

lo que -fue c:aracteriza.da. como desac:opJ.ante, a di-ferenc::ia de la NEM 

que es un inhibidor de 1.a trans-ferencia de energia (t1oroney et al, 

1982). 

Considerando esos result~dos., .en éste trabajo rea.1izamos 

ensayos con 1as bisma.l.eimidas ,·en . un rango de c:onc:entra.c:i6n de SµH 

a 20µM, y de 0.1mM ·a· 1mM •. Se observó que 1as maleimida.G 

bi.func:iona.1es., c:on .dihidro>:ieti1enbismaleimida.., a. 

c:onc:entr a. c:iones de l.a -foto-fos-forilac:ión c:on 

respecto al c:ont~ol.~ ·.:~·con un .tiempo óptimo menor de inhibición y 
.·-: .-. 

c:onc:entr a c:iónes menor ,de· male'imi.da como l.a N., N·-..b~smaleimida. y 

trimetil.énbi.sma.leimida·. 

La disminución de la. velocidad de inhibiciÓf"l de l.a s1ntesis 

de ATP por c:onc:entrac:iones de SµM respecto a la obtenida con 0.5mM 

de maleimida.s bi-func:iona.les podria explicarse., probablemente., como 

un e-fecto de ºdilución" del compuesto., ya que en este tr-aba.jo se 

uti1izaron c:loroplastos intactos que poseén una elevada cantidad 

-~de proteínas estrot:\..a.les....., .. que .se ponen .en. contac::to con l.as 
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maleirnida: ei ens&yo y c:on los 

-SH proteina.s .. Para determinar el e.f ect.o de las 

maleim1da; en la actividad de unida a membranas 

tilacoides se eligieron concentraciones en e1 rango de (1 a lmM., ya 

que., .fueron las concentraciones a la.s cuaies se detecta.ron me,jor 

les e-fec:tos de las bismaleimidas en la Toto-fosTori1a.c::ion. 

(5.2) E.fec:to de la c.oncentración de maleimidas 

mcno.funciona1es y bi-func.ionales en -la -foto-fos-forilac.ión. 

En la -figura·. 4 se presenta el. de conc:entrac:iones 

crecientes :::!= ~-:.neo ma.1eímida.s l.a sintesis de 

ATP por el. comp1~.:Ío dei ti1a.coide de 

c1oropla.stos~ La NEM,::· ia~ .. : la carboxi-

hidroXi.~eÍ-lilffialeimida. inhibíero'r-1,: i'~ '..: · .. -·- . -foto-fos-Fori1aciórl en -forma. 
" 

lineal! la inhibición se incrementó·~: .,j'::ln~"~ con. '.1·~ .-:.:; .¡~.~·f.centr:ación de 

ma1eimidei.. La 1-H-pi.rro1~.2~5.~~~~~-~< ~"-;,Y·:·· 1a ~erli.1ma.lei'nlida P~.~s~nta.ron 
dos e.fec:tos di-ferentes · (Fi9,~ ~'.s>~\3:1~> ,:una~ aÍ::tiva.c:iÓ~~;-~:,.;:':'307.. y 207-• 

. .. -~, ,.. ·-· .'•'.· '.'~:"5 ~·::~'./~- ,-.,·., ::<0_:(:~.:-,->·'~ ,. 

respec:tivamente, c:on c:onc:;~0~t';.::~,dc:>ne,¡,. , meno~¡e~-~-'.·.~.~.-•. ::·a·~-~··~.:; __ •~-·~--~;.-'.:c:J}0~rn>tc:j~e~_-;:~n-c}t>-r: a.~c:' ·'1_.__

0

.2nºe>- una 
inhibición de 807- ,,Y_;· ~907..\. ---~·~--~~~e:~~:~·~~¡,..¿~·~ -· ~ de 

:·i·ci_~~6~;· ~:_,T~¡~·~imidas, rrlono-fLu-l~¡~~.n~~~~~\ ,:-:··: Eirtsayadas., 1mM. De ·1a.s l.a 

-fenilma1ei'mida ·..fue inhibió' 1007. l.a s1ntesis 
• ',., ·t 

de ATP a. 1.mM. ··i...a :- a'~tiváción de la -foto-fos-fori1ac:ión por l.a 

1.-H-pirro1-2.,5-diona y la -feni.lmaleimida podri.a sugerir la 

modi-fi.c:ac:ión de grupos -SH di-ferentes a l.os que modi-fican las 

otras maleimidas mono-funcionales ensayadas y que con e1 aumento de 

1a concentración bloquean adic:iona1mente - otros grupos . -SH., ya que 
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se prodL1Ce :inhibición. 

La inhibic:ié>.• tr.a>:ir..a de la a.ctivi.daa de la ATP-sintetasa 

CI > inducida 
smáx 

por 1as maleimidas mono+unc:iona1es se muestra en 

la Tab1a. III. Se o~servo un rango amplio de inhibic:ién" valores de 

1
sTT.á>C 

de entre ='0% y 100%. Sin la 

<c:onc:entrac:ión cie rr.al2imida requer1da para producir el 50% 

má>:ima inhibición producida por la maleimida en la. actividad de 1a. 

ATP-sinteta.sa.) p&ra éstas rnaleimidas no presenta di~erenc.ias 

notables, puesto que todas son c:erc.ana.s a 0~4mM <T abl.a l:ID. El 

or-den de inhibicié>.-. de la para. l.as maleimidas 

mono-funcionales en -runc.ión de su Ismá.x es el - siguiente: 

-fenilma.1eimida <100%) > ca.rbox.ihidroxi-fenilma.lei.mida > NEM 

<357..) > metilolmaleimida <337.) > 1-H-pi.rro1-2~5-diona <20%>. 

A c:ontinuac:ión analizaremos el. e-fecto del. incremente en ia 

conc:entra.c:.ión de las maleimidas biTunc::iona1es en la actividad de 

1a ATP-sinteta.s.a. unida. a la. membrana. del tila.c:.oide.. Los'., :.·~e;_~'üi.~~dos· 
.. ·:., 

se presentan en 1as -figuras 4 y 6. La 

4-A> y l.a dihidro>:ietilenbis.maleimida <Fig. dos 

e-fectos en la s1ntesis del ATP. 1°> concent.raci.o~es menores de 1mM 

l.a activaron y c:oncentr ac:iones mayé::>res · · 1a · :inhibieron. La 

activación de l.a -fotc-f os-forilación por éstas mal.eimida.s 

.fue de 107. y 307- respecto a.1 contro1., respec:.tivamente <Fig.. 4-A y 

6-D>. En cambio., 1a I:s?ná..x <Tabl.a. IID 'para éstas dos ma1eimidas 

bi-funcionales -fue muy semejante~ aproxima:darnente 507.. .. 

E1 incremento en 1a conc:entración de trimetilenbisma1eimida. y 
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tetr e:-.. me ti le nt:.1 s. mal e;. rr.:ida condt.:..jo la inhibici 6-i la 

<Fig. 6-B y 6-c; en el orden 30: .. : y 24/:., 

re =-pectivar..a:-.te, c:on:::entracJ:ones de (,_:?mM. 

Con:::entrac1or.es r.•ayores de cualquiera de éstas dos maleimidas no 

.incrementaron la in?-.ibición de la actividad de 1.a ATP-sinteta.sa.. 

En la Tabla III se presentan 1os va.lores de má>:ima inhibición 

de la -foto.f!os+otilacion producidos por las ma1eimida.s 

bi-funcionales. Los datos -Fueron obtenidos de 1as -figuras 4,, 6 y 7. 

El orden decreciente de inhibición de la por 

las maleimida.s bi-funcionales en +unción de sus va.lores de Ismá.x es 

el siguiente: N,,N·-bisma1eimida (100::'.) > etilenbi.smaleimida 

<B9.4Z> > clorometilma1eimida y dihidro,.:ietilenbismaleimida. <SOY.> 

> bisma.leimidometileter (44%) > trimetilenbismaleimida C30X> y 

tetrametilenbisma.leimida <247->- se observó una 

c:orrela.ción directa entre las distané:i.aS· de· l.os centros reactivos 

de las bism~leimidas y la inhibic:i 6n :·· en la ..f-otoTos-fori1aci ón,, se 

ve que 1a.s bisrnaleimida.s con ~~~~~·a c:entra.1 más hidro+óbic:a 

producen menor inhibición de 1a- -f0to-fos-Fori1ac:.ión. Aparentemente, 

la inhibic..ióra di$minuyó a medida.· que el núm.ero de de 

carbono incrementa en 1a cadena Centra.1 de las bisma.leimidas. 

La para la tri.~-et.ilenbismá.leimida - y para l.a 

tetra.meti1enbisma.1eimida. resu1tarcin muy_ peque í'Sa s: 0.004mM y 

exc:epc:ión 

III>. 

... ' -

r:espec:tiVa.ménte, .mie~t:ra.s..;. que. para las otr:a.s 

los e ::s:~ 
. Si.: 

"Tueron aproximadamente 

mal.eimidap 

0.3mM con 

de la bisma1eimidómeti1eter cuya e:~ Tue 0.5mM (Tabla 
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(6) EFECTO DE LA 1'4N'-Dil":ETILFORMAMIDA CDMF> EN ALGUNAS 

ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS DE CLOROPLASTOS DE PLANTAS DE CHICHARO. 

(6.1.) Inhibic:i ón de la -fotoi=-os-forilac:.ión., reac.c::i.ones de 

interc:ambio Pi~ATP y Mg+2 -ATPasa por DMF. 

En la -figura 1.1 . se muestra. la inhibición de la 

-foto-fos-forilación., el intercambio Pi-ATP y la ac::tividad de la 
4"• ..... 

Mg + 2 -ATPasa por DMF. Conc:entra.ciones ba..)as de DMF inhibieron 

drásti.camente (100%) la reacción de intercambio ...;: Pi-ATP y la 

si.ntesis de ATPo: l.57. y S'l. de1 sol.vente., respectivamente. Por otro 

lado., la actividad de la Mg + 2 -ATPasa -fue inhibida parc::ialmente por 

la DMF., ya que c:on '32% de DMF., la inhibición -fue sólo del 68% .. 

Asi., parecer.1a. que l~ ... DHF actúa como un inhibidor . _· di-ferencial. de 

la trans-ferenc:ia de energía. 

Có.2> E.fec:to de la DMF en la bomba da H +. 

Los cloropla.stos p~eden e-fec:tua.r una .. cap~ació~. de protones 

dependiente de luz y ge.nerado por e1 transporte de electrones., 

produciéndose una a.1cá.1ini:z.aci6n de1 medio que para 

moni torear el det 

amortiguador en. el -medio ·, con c1oroplastos). Este -Fenómeno se 

conoce como de en 1a -Figura 11 y 12, la 

-DMF·-~ no. tuvo ~ e;fecto . ~en· .~e1 -...:incr::emento = del pH externo <o bomba de 
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Fig. 12 Medición paralela de1 consumo de protones por membranas 

tilacoides en ausencia y en pre1Dencia de. DMF. 

'"º 
bombo. 

DMF" 

de c:lorop\.o.at.os 

<pH 

µg/m\.. 

.,., pe.ro.. 

despuée. 

,.,,. oooxg y 

eL 

µg de c\.orofilc.> 

i.ndic:6 

ut.i.l.i..:6 

MATER:I:ALE:S 

Ccont.rol.> 

lo:vó con Nc.Cl 10mM y dil.uyó 

c:onc:•nt.rc.ci.6n !°\.:no.\. 

de- 10TDiTI · o.gi.t.a.c:-ión 

aobreno.d.o:nt.o y 

bombo. 

prie-eenc:i.o de- 9'"6 de DMF" CREC:::UA.DRO>. 
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proto:-;cs.; de los a c:on;:::an~r =-=i =:--== 

que la DMF no 

in-::.e~ac::tua c::cn e1 ca.:-.al 
+ 

de H , o que, de hacerlo no modi-fic::a. 1a. 

c:apac:idad d~l e.anal para la entrada y salida libre de protones .. 

E-fectos semejantes a 1os obtenidos con 1a DMF en la bomba de 

han si.do reportados po.- el. tratamiento de ti.1acoides c:on 

a1gunos 'l-nhibidores de la trans-ferencia de energi.a., como 1a NEM 

tMc:C.:..-ty et al. l.972>, Dio-9 (Mc:Ca.rty et al. l.965>, DCCD <McCarty y 

Racker 1967) y el a.ntisuero contra CF :S.. <Hcarty y Rac.ker 1966> .. 

En l.a -figura 12. se observa que . la DHF no a.Tect6 1a. constante 

de velocidad de primer orden para e1 i.nc:remento de1 pH externo de 

1os tila.c:oides cuando se iluminaron., ni 

tila.coide al medio,. producida. por desenergizac:ión de 1a me-mbrana 

ten la obsc:u.ridad> .. Si l.a DMF e-fec:tuara a1guna interac:.c:.ión 

especi-fic:a con 1a mambrana del. t.ilacoide, de tal. manera que., 

modi-ficara su perrnea.bi1idad a protones. podria esperarse que 1a 

Di"'\F actuara como los desacoplantes., a.batiendo l.a bomba de H +_ Sin 

embargo., aunque inhibió tota.1rnente 1a sintesi.s de ATP no modi-fic:.6 

en absoluto la bomba de H +. Por lo tanto. 1os resultados de 1a 

bomba de H+ sugieren que 1a DMF no actúa _como desaccp1ante en los 

c1orop1a.stos, sino como inhibidor de 1a tranS.~erenc:.ia de energia. 

Además., inhibe 1a sintesis de At:"P., <el. intercambio Pi.-ATP y sÓlp 

inhibe parcialmente l.a. actividad Se podr1a. 

predecir además., que el. transpor:-1:.e de electrones se inhibe 

par.a.1elamente con 1a sintesis de1 .ATP.: · 
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La caída en 1a v2loc:id-=.d di: s1r.~esis de ATP pr-oroo ..1ida por l.a 

pro-e.enes del tilac::oide., en una -forma semejante a c::omo 1.o hac::e 1a 

N.,N·-dic:iclihe;.:i.lc:.art:.idiimida <DCCD> en bacteria.., mi toc:.ondri.a s y 

c1t:jropla.stos (l'"'\:::C.s.rty y Racher., 1967)... Tambi~•. es bién sabido que 

1cs c:.loroplastos dapletados de CF .. por i1uminac:ión no alca1ini.:::an 

ei medio e::terno en el que se encuentran los tilaccides. debido _. a 

de por 

.. destapa.do'". 

CF 
o 

que en 

Por l.o 

esas condiciones representa un c::a.na1 

que., c::onti.nuac:.ión se procedió a 

aislar c:.loropla.stos depletados de CF 
1 

para.. observar el e-fec::to de 

'la Dt"1F en la posible regeneración de 1a bomba 
+ 

de H • La Fig. 12 

(recudro> sugiere que la DMF no tapa el c:a.na.1 de protones CCF 
0
> ya 

que-., cor.cent raciones diTerentes de ésta compuesto no regeneraron 

l.a. bc.mba.. de H+ en l.os ti.lacoide5 depl.etados de CF a • di-ferencia. de 

como lo hace 1a DCCD. Nótese que el tra.=o correspondiente a 1os 

c:1oroplastcs depleta.dos de CF :l y tratados con DMF ~u.e igual a.1 del 

c:.ontrol. tFi.g. 12., recuadro). 

(6.3) Reversión del ei'ec:to de l.a DMF en l.a. -fotoi'osi'oril.a.c:ión. 

Aunque se c:.onoc:en muchos datal1es a.cerca de 1a estructura y 

propiedades -funcionales de l.as aún están 

preguntas -fundamentales en rel.ac:.i.6n .,..a..1 ~ mecanismo de tra.nsduc:.c.'1Óf' de 

energia y su r-egulac:.i6n. Los inhibido.res de l.as ATPasa.s son 

herramientas útiles que contribuyen .a.1. es.tudio de algunos de los 

pasos parcia.les de la. cadena de r-eac:c:.i.ones que integra.o a1 proceso 
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la 

reacc::i.on co•·alente de l.a d1 c:i c.lohe:..;::.lc: ar- =:iod:.:.. ;-:-.ida con los. 

F 
o 

elu.c::idar- on la de esa 

-fracción en la "tran=>.locac::ión da proton2s 1d2n~1Ticándose, ademas., 

subunidades integ:-antes del c.3.na.l <McCArty y Rac:\.-::er., 

1C;'l67>. Por ct.ra parte" se conocen una gran variedad ce compuestos 

que reaccionan con la ..fr-ac:.c:.ión F 
1

., como 1.a -flori=ina <Izawa et al., 

Dio-9 <McCarty et al.., 1965>., malei.midas <Mc:Carty y Fa.gan., 

1973), que son i.nhibidores de la H+-ATPasa de cl.oropla.stos. 

actuando como inhibidores de 1.a. transducción de energia. o como 

desacopl&.ntes., en el. e: aso de las bismaleimidas que se unen 

c.ova.lenter.1ente a algunas de las subunidades de CF .. <Weiss y 

Mc:Carty., 1.977>. El eTecto de 1os inhibidores puede ser promovido 

por di..fentes tipos de interacciones que modi-fiquen el gradiente de 

t.ransmembrana.1., el 

micro ambiente en los 

nucleótidos <Minkov y 

inhibidores puedeTI ser 

esta.do 

si.tics 

·' Strotma.nn~ 

por.· uniórl 

r:edox de grupos -funcionales., el 

c:a.ta.l.'i.tic:os o regulatorios de 

1999). La!s . .. mOdi-fic.a.c::i..ones por los 

·'. ~·ova1é·nt.e a 1os residuos de los 
o".::; .;~e ; ':.'..{;'• • 

aminoácidos de la enzima~· · a ? 1i:;Js ·?.1i¡:)i.dos de la membrana., por 

de alguna 

substrato5. 

subunidad 
.. > . 

o··· 
por liberación . . ., . 

.interac:C::ión direc:ta c:on los 

Con l.a -finalidad de : de!terminar si é!l .e-fec.to de la DMF en 1a 

-foto-fos..fori1~c.i~n, era permanente., debido a. su unión c:oval.ente., q 

por indU.c:i.r ·l.~ 
,.. ·" ·. 
libera.c:ión de alguna su.bunidad del complejo CF -CF 

o .. 

de 1os c:loropla.stos., se disei'S6 el. experimento descrito en la Tabla 

V-· LOS·• .. -da.tos. '·-indican ;-q\..ie 1a. . -foto-fos-forilaci6n . se .recupera.._ a 
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:a inhibi c:i :::n de l.a -foto-fosf-or-ilac:i Cl"'l 

pro::h.1c:ida po la N.,r.!·-dimeti1Tormamida. Se aisl.=ron 

C:Otr•O se de5cribio en .... Se 1nc:ubo 

1 .... 5::-i.:in i:.ajo c:ondi-=:ior.es de -foto-fosTorilac:i o-n ur.a ali cuota de 

c.lor-oplastos q-....ie contenia. 3Clµg d2 c::lor-o-fila <Experimento 1., usado 

de D?"".F... En el E~perimento 11 1a suspensión de c:loroplas~os .fue 

diluida (1:11) con medio <sorbitol 350&:'1M., EDIA 2mH., 1mM, 

HE.PES 'SOmH a pH 7 .. 6) y centri-fugada para eliminar el medio de 

re-su.o;pene.ión, ésta opera.c::ión se repitió dos veces más y se ensayó 

la s1ntesi.s de ATP en los Experimentos I y II. E1 e:.;perimento 

completo se reali:;::ó tres veces. La -foto..fos~orilación se inició 

cuando la suspensión de c::1oroplastos se iluminó con una lámpara de 

proyector CGa.-f 2b60)1 despuée. de pasar e1 haz de l.u.z a través de 

5c:m de CuSO a.l 1%. 
¿ 

Experimento 

I 

II 

OMF 

15% 

+ 

+ 

Sínte,;.:i~ .-d~ AT~•. 
-: . ..:..:S.." -:s. 

1-1Mc1es · ATP mg . h 

750 

o 

b07.5 

595.4 
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·-·~lc·-es 

une covalent2:-:-.2n-t.e a su sii:.10 (o sitio:=.) de intera.ccion que ::.nduc:e 

la inhibició.,..... la \:.ransdwcció.• de ni ?remueve la 

liberación de ninguna sutlunidad de la H + -ATF'asa del cloropla.sto_ 

Como se indic:ó en M..=ri..TER%AL.ES METO DOS los ensayos de 

-fotoTos.forila.c:ión se reali.zaron a partir de cloroplast.os intactos 

que se rompier-on durante 1a a.c:t.ivacion., por lo que el contenido 

total del estroma esta.ba presente en el ensayo. La ausencia del 

conteni.do estromal., como era. de esperarse., no modi-fic.ó el e-fecto 

de la DMF en la -fotoTos-forila.c:ión- Lo anterior se comprobó 

evaluando la con o sin DMF de membranas 

ti.lacoides lavadas previamente dos veces con medio de resuspensión 

en condiciones hipotónicas_ En éstas condiciones~ se obtuvo una 

curva igual a la. mos¡trada en la Fig. 1.1 para. 1a sintesis de ATP en 

presencia de di+erentes concentraciones de OMF. 

Có.4> E-fecto de l
0

a. DHF en el transporte de electrones basal, 

-Fos.forilante y desacoplado de a.gua a metil vio1ógeno en 

cloroplastcs intac::tos li&ados durante el en•ayo. 

La DMF inhibió parci.almente el 

de 

transporte de electrones 

ba.sa.1, ..fos..fori1ante y_ desacopla.do a.gua a metil viol6geno en 

Cl:-AL-RE La :inhibición se i.ncrc:·mentó con el aumento de la 

concentración de DMF CFig. 1.3). ·- E1 transporte de e1ec;tr:_ones basal 

111 



100 

75 
o 

:: 
o 

"' 
e; 
-e 

;;.:: 50 

-e 
t: 
-e 
> 

"' 25 
<: 

o 

basal 

o 5 . 10 
[ N • N' - di me.ti 1 fo r m amida] 

112 

15 
º/o 



Fig. 13. ETecto de :la DMF en :la reacción de HiU (cadena. 

transportadora de electrones>., de a.gua a metilviólogeno .. 

d .. descr1..b1..er0n 

o,.o:;periment.o cuo.ndo 

\.á.mpo.ra. proye-clor <gcü ZcSc::50>. 

pre-'V;.o:rnent..e> t.ro.vés de 

ve\.oci..da.des det 

expreeo.d~ µmo\.. 
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-fue '!?"'! r."'as aTec:tado'! yü que se inhibió so:.:. re=:pect.o al c~ntrol en 

de 6% o de DMF. El tra..nsport.e de elec:trones la. prescnc:ia 

-f-os-fc.rilan~e f"Lte inhibido si;;lo 65:·:. c:onc::eni:..rcc1one-:. tnayores que 

1as requeridas la inhibición d"'l tra.nspor'":.t? basal (15'l. de 

D~F>, el eTec:to d;:;:o la DMF observado en el "tran~porte de electrones 

-fos-forilante sugiere que la DMF podría estar- actuando como 

inhibidor de la tra.n~-ferenc:ia. de energ1a, aunque., en presenc::ia de 

c1oruro de amonio y DMF el tra.nspor-te de electrones basal -fue 

revertido parcialmente~ lo que sugiere que la DMF actúa como 

inhibidor parcial de1 -flujo de electrones. La inhibici ér) que SE! 

obser-va en el transporte de electrones -fos..fo:-ilante podria. deberse 

a que la DMF inhibe parcialmente a nivel de CF 
~ 

a bajas 

c:onc:entraciones .. 

Los resu1ta.dcs mostrados en 1as flgura.s 11 y 12 sugieren que 

1a DMF a.c:túa c:omo un inhibidor de 1a trans-ferenc:.ia de energia a.1 

igua.1 que el Dio-9 (Mc:Carty et a1, 196.S>., Clza.wa et a1., 

1.q66) y sinta.1ina CGross et al., 1.968>. Sin embargo, el e.f ec:to en 

el transporte de e1c:trones en presencia de cloruro de amonio 

<Fig.. 1.3>, ·sugiere que podria tener a.demás un e-fec:to de inhibidor 

parc:ia.1 de la c:a.dena transportadora de electrones seme_jante a.l del 

DCCD CShoshan y Sellnan, 1980>. 

Debido a que la sintesis de ATP involucra 1a tra.ns-formac:ión 

de la ener-g1a del AµH+ genera.do por 1a. cadena transportadora. de; 

e1ctrones, SE! consideró interesante estudiar si 1a inhibición del 

transporte de elc:trones basa.1 de agua a meti1vio16geno por DMF se 

pr-oteg1a por substratos <ADP y Pi> o pr-oduc:to <ATP> de la 
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La -fJ.t?ura l.4-1'.. rnuestra el e.fec:to de la DMF en el 

transporte de electrones bas.a-.1, cuando se imncrementó la 

c::onc:entr-.ac::ion de D:'"1F hasta lS'l. y en presencia o ausencia de Pi,. 

ADF• o ATP. El e.fec:to de la Dl"~F en el transporte de elec:tronas 

basal en presencia de Pi o nucleótidos -fue bi-fá:sica. A 

concentraciones menores de 3% de DMF Pi o nucleótidos se 

observó inhibic.i á"l del transporte de electrones basal, y -fue 

revertida al incrementar 1as c:onc:entr a c:ione s de DMF y mantener 

constantes las c::onc::entrac::iones de Pi o nucleótidos. 

El transporte de electrones -fos-forilante se eva.1u6 en el 

mismo trazo., después de ensaya.do el transporte de electrones 

por lo que, para completar los substratos de la 

.foto.fosTorilac:ión se le a.di.c:ion6 AOP a la. suspensión que ya 

c:ontenia. Pi y viceversa. Se observó que la DMF en éstas 

condiciones de ensayo inhibió· el de electrones 

Tos-forilante en menor grado que c:ua.ndo e1"' .··:t.ra.nsPorte de e1ctrones 

basal se ha.bia 

previo al del 

es decir. se 

rea.liza.do inicial~ .en aus;.;nC:ia ·. :de· Pi;. o · ADP (trazo 

transporte . dé ele'~t";on~,;. > -ro:-fori1a.nte> 
. · .. ". ·,·:: 

<Fig • 14-B>, 

revirtió·· ~~rcia1·;...~~·te .. la intiib_~c2 6n por DMF del 

transporte ~ de electrones i~6:~~~~il.a~t·e·~ pero 

a.1 control. 

en ningún caso igualó 

Con el. ob,jeto de~ dil.Ucidar si la DMF inhibe el transporte de 

elctrones, se adicionó· NH Cl ... CSmH> como desa.cop1ante (en l.a 

suspensión de c1orop1a.stos con la que se evaluó el. transporte de 

electrones de ésta manera es posible evaluar l.a 

actividad de la cadena transportadora de electrones 
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Fig. 14- E-fec:to de la DMF, ADP, Pi y ATP en- J.a e: a den a 

transportadora de elc::trones. c:o,....d\.c:ione~ 

dos.cribi.eron CA) Et t.ro.T"!.sport.e 

pre~enc:i.o.. de c!i.íerent.es c:oncenlro.eione-'S 

d:9 DMF <o----0> y ADP 1TnM ch~---fl >.. Pi. .!hnM < 0- - 0 > 

< ·------ - --· >. <B> Et t..ro.nsport.e eleo-c:t.ronee f'"osf"ori..la.nle 

o.d\.eiono.ndo ,a,__ ____ ~o, 
A.DP 

c:oncent.ro.ci.ÓT"I fino.\. y 3mM 

<3mM> lo susper.sión qu., yo. c:ont.en1o. <. --:·- •'·).: y 

yo cont.on1o.. ADP. ( 6------t::.. >. <C> El 

eoloe-c:t.ro~s d~so.coplo.do c:ua.nt.i.fic:6 a.di.ción 
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independientemente d;;; la Tuncio!i.:::.l d:-:: _._ ... 

En la Tigura. 14-C se muestran los resultados del. transporte 

de elctrones desacoplado en presencia tie di-ferentes 

c:onc:entrac:iones de DMF y concent:-a=iones -fijas de Pi o nuc:.leÓtidos 

adicioncdos desde el ensayo d2l transporte de c=le=t:-ones basal... Se 

obs:.;:.rvo poc:a ningur.a del transporte de electrones 

des.acoplado a c:.onc::entrac:ic:::nes menores de B"'' de DMF en ausencia. o 

presencia de ATP., ADF' o Pi... Estos resultados podrían indicar que 

l"' DMF a bajas c:.oncent:- a.cienes actúa como inhibidor de 1a 

energ1a en c:loroplastos., al. igual que el Oio-9 

<Mc:Carty et 1965>., -florizina. (lzawa et al, 1966) y sinta.lina 

<Gross et al, 1969). Sin embargo., c:ua.ndo los nuc:..leótidos 

estuvieron presentes desde el inicio del ensayo., conc:entrac:iones 

mayores de 127. de DMF inhibieron 1C>07. e1 transporte de eiectrones 

desacoplado ... Es decir., utili.;:ando desac:oplante presencia de 

nuc:leótidos o -fes.Tato Tue posible distinguir la. acción de la DMF 

como inhibid ar de la trans-ferencia de energia a bajas 

c:onc:entra.c:iones., éste e-fec:to se protegió por la presenc:ia de 

nuc:leótidos o -fes-fa.to., en cambio la inhibición de1 transporte de 

electrones inducido por la DMF a mayores c:oncentrac:.ione:a -fue 

ampli.fic:ada en la presencia de los nucieótidos y el Tos-fa.to. Es.tos 

resulta.dos nuevamente sugieren que la DMF es un inhibidor del 

transporte de electrones a concentraciones mayores de 10%. El 

comportamiento de 1a DMF sobre la cadena tras.portadora. de 

electrones contrasta c:on el de1 Dio-9 CMc:Carty, 1965), Tlorizina 

<Izawa et al, 1961) y Kaemi-ferol. CArt:z:~n y Falkental~ 1974> 1os 

cuales no inhiben el transporte de electrones en pr:esencia -i de 
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N,t·.!"-dic1c:lohe~~ilcarbodiim1da CMc::Cc..rt:.y y Racker.,1967) ... 

Se re;:.ortado que ia -fiori:;:ína ai., 1966)., a 

C:.aJas ce -fes-Tato., es un -fuerte inhicidor de la 

-foto-f-o~-fori.lac:1on c1c1ic:a y no cicJ __ ic:a. En relacion a ésto., se 

ensayó el tr¿.nsporte electrones basal,, Tos.forilante y 

desac::oplado en de conc:ent:-ac:icnes crecieni:.es de Pi y 

c:oncentra.c:ion <para la -foto+o~-fc;rilac:ión> y constante de 

AOF· Clmf1.).. El tr.&nsporte de elec::tror.2~ basal en presencia Pi 

-fue usado como control <Fíg_ 15 A). Se mostró que el transporte de 

electrones basal -fue inhibido a c:.onc:entr ac:ione s bajas de Pi 

<1 ... 5ml1> y a c:onc::entrac:iones bajas de DMi= <3~~).. Esta inhibid. a-i -fue 

revertidé< -fuertemeni:.e por el incremento en la conc:entrac:ion de Pi 

Chastcac 6mM) y de DMF {hasta 157.>., y ademas hubo un inc:remento de 

cerca del 300% res.pecto al control en la. velocidad del transporte 

de electrones basal cuando estuvieron presentes c:onc:.entraciones 

de Pi entre 7 y SmM y 157'.. de Dt'1F <Fi.g. 15-A). Sin embargo., e1 

transporte de elctrones Tos.forilante <Fig. 15-B> se inhibió con 

di.ferentes c::oncentr aciones de Pi (1 .. 5mM-9mM> y DMF (3%-15'/:) .. 

Aunque.. se notó una tendencia a. la reversión de la inhibic:.ión c:on 

el increaiento en la c:onc::entración del -fes-fato y con 3% de DMF, 

c:onc:entr.:..c1ones mayores <6%-15%) de DMF y de .fes-fato : no 

revirtieron la inhibic:iór1 del transporte de elactroneS. 

(Fig. 15-Bi. El transporte de electrones desacoplado 

t2'.mbién se inhibió con di..ferentes conc::entra.c:iones de Pi y DMF 

CFig.; 15-C>. Cuando se incrementó 1a c::onc::entración de DMF, ésta 
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Fig. 15. ETecto del. Pi y di.fer-entes concentraciones de DMF en el 

transporte de electrones basal. <A>., Tos-fori1ante <B> y desa.c.opla.do 

CC>. L.o.s condi.cones en~o.yo fueron 

li.gur~ 13 y El t.ro.nsport.e 

prOSe!"T"\CLO. do y DMF i,.ndi.c:a. lo. El lro.nsport.c-

de elc:t.ronee !Osf"ori.tc.nt.e- fue de-t.erm'l.no.do deepués d ... l bo.so.'l y el 

el t.ro.n:c-port.e d&scu:opto.do be de-t.ermi.n6 e-neeogui.da. del .fosf'o:ri.l.a.nt..,. 
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concentr-acione s C:e -fos-f.;;.to er.Eayad::.s 15-C). 

concer.tr.;.c1cn2 s r.1er.ores CE !)Mi= disminuyo la 'nhibic.ión al 

1ncremen~~rse la con~e~trac::ion de Pi. 

El e-f.:=-cto de cii-feren~es ccncentraciones de ADF y DMF en la 

velac:.dad transporte basal., -fos.f-c:.ril.ante y de~acoplado se 

mue.str.;¡:¡c en la 16 A-C. Se enc::ontró que la c::urva. del 

transporte ce elc::trones b.:=..sal en presencia de has"C.a 6Z de DHF y 

di-f-erentes concentrac::iones de ADP, es semejante a le- del. control, 

pero la inhibicio.-i del transporte de electrones basai con 12% de 

OMF Se rev:irt1ó con ba.~as c::oncen~racione s de ADF y se a.ct:ivó 

ligera.me••'--=- con 0.4mM de ADP <Fig. lb-A) Este dato sugiere que 

la DMF y el ADF sc:.n antcigónicos en su acción. 

Por otro le" do., se observó que el transporte de e letrones 

.fos-forilante medido en presencia de 6':1. y de DMF y 

1a c::oncen-::.rac:iones c:rec::ientes de ADP presentó una tandenc:ia .. 
r-evers1on de la. inhibición inducida por la DMF., 1a reversión -fue 

mayor con·iorme se aumento 1a concentración de ADF' '\de 0.1 a O .. B 

mi"\) y DMF CFig.. 16B>.. Sin embargo., la velocidad del transporte de 

elec::trones -fos-forilante permc;..nec::io inhibido aún con - 1,., .. ~ de DMF 

respecto a la velocidad del transpor"C.e de electrones -fosTorilante 

en é'usencia de1 solvente orQanico. 

En la -figura 16-C se muestra el e-fec:to de c:onc:entrac::iones 

crecientes de ADP y DMF en el transporte de elc:trones desacoplado .. 

La presencia de 67. de DMF no rnodi-fic:ó la velocidad del transporte 

122 



30 

~25 

-o 
o 
u 

1 ., 

15 

(A) BASAL 

o.1 

\', 
\~ ._,, 

12º/. DMF 

,~,, 

a ' 
-...._::--- 6°/. DMF - --~---- ~----·--· 

o 

- m--111- -1111-a 

0.5 

e AD Pl 

control 

1 

mM 

( B J FOSFORILANTE 
121 

... -ª--.:i ,,... 

400 

30 

oj' 

o 

ª' ' I 

/ 
I 

I 
á 

/ 

/ 

/ 

.. 

o 

,,. 
p. 

0.5 

e AD P l 

con trol 

12º/o DMF 

1500 

100 

o.1' 

e e ) DESACOPLADO 

o 

\ 

\ 
\ 

~ 
\ 

,""-'---- 5•,,QMF 
ó, =, -·--0---->--C>-~ 

' ' a 
a-... control 

0.5 

e AD P l 

t!. C1 

CI 

12"/.DMF 
0--0 

1 

mM 



Fig. 16. E-fecto del. ADP y di-ferentes concentraciones de DHF en 1a 

velocidad de1 transporte de electrones (A) ba.sa.1., (B) -fosf-ori1ante 

y <C> desacoplado. cond\..c\.one9 de fueron 

l.c.s de-sc::r1.ta..s en \..o.s ti.gurcus 1:s y 1ó. 
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c-lC"ctr-ones d"."'.:·Sdi.'.::OOlc:..do ba.Jas c.onc:entrac::iones de ADF., pero 

parc1almEnt:e ja 1nhib1c:.1on cie éste transporte producida 

por el. ADr en el con"t..Jol_ Cu.s..ndo se utilizo 12% del sol·.·ente y ADP 

entre ~~, .,., lr:-il•1 se 1nhibio totalmente el transporte de elec:trcne:=.. 

des.Bc:oplado. Nuevarr.er.te., estos resultados sugieren qL•e la DMF a 

c:oncentrac:.20ne::= baJas ac:"t:.Úa como inhibidor de la trans-ferencia de 

energia y concentr.ac:1ones rr.aycres actúa como inhibidor del. 

transporte de electr-ones. 

C6.5) E.fec:to de la DMF en los .fotosistemas :t y U. 

Aunque lo~ -Fotosistemas I y II de l.a cadena transportadora. de 

elc:trcnes interactúan cooperativamente para el mantenimiento de la 

en c:lorop1astos y Benda1., 1960>., es 

posibie determinar 

separándolos con la 

l.a. e-ficiencia 

(Hill 

de cada uno 

adición de inhibidores espec::\.-fic:os. 

de 

De 

ellos., 

esta. 

manera, se planteo la posibilidad de determinar si l.a DMF a.+ectaba 

pre-ferencia1mente alguno 

presenta el e..fecto de 

de los dos +otosistemas.. en la Fig. 1.7 

di-fer entes. conc:entrac:iones de DMF en 

se 

el 

transporte de electrones basal., -fos..fori1ante y desac:op1ado de 1os 

-fotosistemas l y Il. El transporte 

+otosistema 11 .fue más sensible a 

-foto=oistema I (30%) con 6'l.. de DMF., 

de e1ctrones desac::op1ado 

la inhibición (607..) que 

en cambio e1 ..fotosistema 

del 

el 

n 

practica.mente no Tue inhibido ·c:on 5% de DMF- Asi,. podemos dec:.ir 

qLte la DMF inhibe di-ferencia1mente el -flu5o de electrones en l.os 

dos -fotosistemas, y que la inhibición .fue más pronunciada a 

conc.entrac:ione=o mayores del 6/... El tran=oporte de electrones basa.1 
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en 1 11 se a-fec:to ce manera opt..lesta al 

ae=.ac.oplado. resultados sugieren 

ap.arent:=m;.nte, 1.2' DMr= inhit:,e la cadena tras.portador-a de electrones 
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Fig. Inhibic::ién del transporte de elec:trones en los 

-Totosistemas I y II por 

e Le-et.rones íosforil.o.nle 

:n "'" y <B> 

expre=o.:-on .. respect.oo. 

y c:ondic:iones 

y METODOS. Loe. 

fueron 
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724. 
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MODIFICACION QUIMICA DEL COMPLEJO CF0 -cF 1 DE CLDROPLASTOS CON 

MALEIMIDAS Y SU EFECTO EN LA ACTIVIDAD DE LA y LA 

ATP-5intetasa. 
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DEL COMPLEJO CF 0 -CF 1 • 

MDLEC:UL.A 

Subunida.d 

y 

6 

& 

1 

Contenido 

de tioles/ 

subunidad 

(a.) 

1 

1 

4 

f.?> C> 

l 

1 

Estequiomatr-Ía 

subun.ida·d 

(b) 

'"'' 

grupos_ 

tiol 

·(a X .b) 

3 

1 (?) _,- 4 

1 '7) (1 

1 1 

1 
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•. -------------------

Origen Fuente 

tr:igo Hot.-.. e et .a1 -
198'2.. 

espina.e.a Zur.awski et 

<'<J - 1985. 

espinai::a Nal in y 

l .. ic:Carty • 

i9a4. 

espinaca Zura.wski et 

al - 198~-

espinac.;;. Henning y 

Herm&nn,. 1986. 



c:ont:.nu..:,=:.-::=-n: ·1.:;.~! a l'-;· 

I ¡ 

1 l I 

l \..' 

Total de grupos 

tiol/CF0 -CF 1 

o 

o 

C?> 6 

\?J 

(. ~-·) 

o esp í r. a.e.a Henning ·,..· 

Hermc..nn . 
1986. 

1 o e:=p1nac.&. 

C?> 12 
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- :-:-,:.=·-:..:= z 

ot:iscu1-1,::;~:~c- ;:·<=-··o =::o~ nc...::e .:-::=e=-:.C·.le i::=r. l.;:;. lu= •.S .J 

" 

i..•r-•C:· 

lu= =ar. . .:: 

oe le·=- ¿_r..::.nc..a=id:::,:=. Lws :::c:: .. 11~'i...te.:=;.\:os c:ri\:iol2s 01...teocn 1orrrJ¿::-

: e:·; 

cr-. 

y 

cii E-'-'.1 1 ui-::::::::. cr.~r<:.· E"'J =c-m~LtE=:..~;::. -SH 1 ,, 

or-ot:.;;:·1n.:. o:: i e;:.~-

1rurr~·-·1 .. ..,.7=:i,-,;. F·c~- ¿.r,;::l:::·.;_;.:..¿ 

~ 

~orm~r un 01&LilTurc me=claao en le~ polipe~~idca de la H -~TPasA. 

si mi 11 "l:.L1de5 

sen:;1bil1d.::..d del ~o,-.,:;:¡, 1 e _1 o H+-ATF"as.a la 

modJ-i-1c:.;..,c::16n quím:c,::::;. c:::r. .7,c..:~1mica:;. cue;..r,,:jo la en=im~ e::o;tá un:.ca. e. 

intactos han sido 

por l"' 

l• cbscur1dad 0 ·~•ren~emanta, &s más ~ens~ble a la acción ele las 

bi -f-L1rrc:i anales. 

qLt~ el t1empo pcirc-.. el má~:imo e-fec:to produc:idc1 por- l ets m.:tl c·i mi da""E 

es menor (salvo alguna 
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¡- ¡;_;- .¿, .! .• - ;::: -=- ~ :."t:.E.:. e:::._, -:. ::-r . 

ur. 

a1-L1;:.o ::.L'.:.T:-.lc,,.-:lc· .. ..-cQ·-;_r.tcr::.o =.;.e >::'11 =:-. ~ 
1.?. 

los. 

m1n) 

e.oval er.-=.e;o.e-r.te 1 nduc.1 r l& 

qu.! mi e: a. o 

<::.Ltl-fh1cir1 le unen..., las m~lei.micias 

111te-r.=-=túa.n c:on la 

1 r. r. i. ~· i e i. ón l"' 

lml"i 

ciD la& m~l~>mic~s mono+wncionales v bi+unc:1cnalE• ca SLtS. t'1emoo=:; 

Mp.;.reoii:.e.•.ani:.e ne ;.:.c,d-3.s lé..:= rr . .?lE~mioc:= SE' Ltne:-i .:- los r.1::..$rt¡OE. grupos 

d1+mrente. oroducida 

aparentemente, los 9rL1pos ::,.L\1. .fhidri.1. O del c.cmpl ejo 
..... 

H -ATPas.::, 

modi4icDdoa quimicame~~• por una misma maleimida son di+erentes 6 

e-st.án e~:pue~t=-s en gr-ado po.- l CJ qL\E? parecen tener 

di+erente e~mctc r~gulatcrio en la activid~d de la y 

da la A,P-sintetaaa. Esto podr1a explicar el d'i-ferente gr u.do de 
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me t. C?-:. r.1.: dé:- 1.Fi g. 6: -; -=-t:.• i a .: I l ~ • 

la 

::i.ntac:tc.$ 

act:. ·.r.=.c.cs cor. i IJ= 0 OLlE' la 

s -~ 
1 z -fc.torredLl:::1 do:;.. .. 

z =-·=· = ,. 

el Ff=.1. qLte r-e~1._.tl.:...:-. l.?. en=1.•.=:, e:..l 

=c:·r.·= 

un:.r-si: 

IT1l E r.1C•. 

~E-

er. o 

t'"1c:Carty 

e:;~orEs1or • .=:e la c:<.c:-c.1· .. ·1dc..ci oe !.;:-. HiF~s,¡;.. deJ. CF 
1 

del sitio 

Han1cnes ( 1 =;a.7 J 

en base q:-le 

C~L\Sar·1 

e"<. 

QL\E' el 

l a SLlbuni dc.d 

e. ;.. un;:;. d1stz"nci=.... no mayor- de~= A. C3nyder y Hammes. 1984). Er. 

contr~ste con los sul+h1dr1lcs ae r ~ QL\e se enc:L1entr-an mu':-'' 

en los 

polipépt1cios ~ ~02 A y Sü A res~ecto a 'Y• 50 A y 6ü A re:=-pecto 

a CF .. del polipéptido & se 

increment~ marcadamente la susceptibilidad del polipéptido y a la 
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e i r.~e-r.c-=:c.i o:-.c;-. .-. ,-~91...11.:;.-=ión 

p:-~·:: :0-ül E l l e· ... ·E? 

cabG l• in~&r?cció~ 2n~re los ~•olus ca est•• ~ubun1dacos e~ CF . 
con..,. crrr.=- =:. c·.-,<:.l e-s 

q1_1~ :.. .¿ __ ::_.,::.;::;,o-_i ~¡-, 

~_:..-¿:.,::;c. ·.MI":. é- C:·..: 

•'1"1C-l E:;:.._,-;,:¡_ c;~ .. S. 

e·.= l ~:l. ::JC• 

COIT1C.• 

ini:.e;.rrr1Edl. .-=.r-1 c... :.. r·,i:.Er~ =ci ü:-;2Z en-=. re los 

1"' -i-Ltnc101.e..lic:.~d 

co.-:-.¡::.1.e_1c 

CF' -CF . 
o • 

es oec1r- le 

e:. TLtnCl.C•r""oci.l: mod J T 1 c~ .. J-=-

nidró::ls.:s 

la r.1cii-ól1=::1: 

oor comple-jo 

<III• ~lgunaa malaimidas produj&ron e~ectos bifAsicoa la 

act1· ... ·id.a.d del comple..JO H1"""-MlF"a:;.a unido 

n1embran5. .. Concentr.=.ci one-s bé....Jas t< de ü . .:2ml1> de 1-H-pirrol-2.5-

diana. ~enilmaleimida. clorometilmaleimida y di hidro:: i eti 1 eb1-s-

maleimjda estimul"'ron la ¿,ctiv1dad la ATF'-;.i nt etas a. Esta 

mstimulaci6n H•tu~o acompaftada por la inhibición da la .act i -.·i dad 
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• z 
- r. ; t ¿ =:::, 

( I · . .,.: El 

¿. = : : e ~ ;-- ·= 1 6.r. ar- .: e-

c.# ~ s:;. n 

e ~·ri o Lt _ ... &r or. 

~-_:,·¡ r- -sin~ et.=-.s& ... 

-SH d~ CF cloquendo& 
1 

pc·r 

que 

1nh1b1 -=1 ón de ¿.~t1 ·...,-1 d.:..dES 

l .;;.s 

se 

¡.·.g-r2 --TF ..,..;::-:--~ y oe HIF-·-s1 :-itei:. .. -~s¿.. del c.::imol e_io C~ c_.-CF 
1 

del 

G2SC.•UéS pe..;- t...1 cmpo::: 

< 1 mt t; 

~-arc:1 al 

I l I 1 .. 3J r. -E?mbargo. 

1r.:-,:;biEr::.in 

T c-.:::·l o 1 T "':" r~=C.=o.ri:.·:--· t. 1~751 y V,1e:.:=s 1-íc:Car-i;:· ... · ( 1977 .. 

de tila.c:oioes 

o 

•,_E Ce::;;. l. ncLtoaron altas 

e: onc E-nt ,- ~'=.:. or.c-:, de mal C?l. mi da por ti e;npc.•s pral on9ados ... La 

maleimid.ns E-1 c:.om::il e_10 H+-ATP.asa .. 

bamic<•E-n~c. •e e~ec~Qa con las.subunidades que c:on-c.1e-nen en SLl 

esLructurL residuos sul-fhidr-ilo o pLleni:.e: di sul f'L\ro qL1C? sean 

la energi=ac:ión del c:l orop l ~sto .. !;i C'mpr-e y 

CL1;:..ndo los sLtl-fhi dri los se localicen en un ambiente 
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:__ . ..;.,,.=;._uc:::.; .... ~ .•• ..::.o ~L·. l"' 

.-.. ::·~:.,·:.::::.~'e:~ ór. qu.!. .--:.i ::-;:. 

P.- =· ~ :.: .:: ~ r .!. ¿. 

:¡ntc:r¿.ccion 

:=.uc-uni da::--~e= 

esc:,r.=• al ==o i r, C ~I = 1. /""' i :0 la 

1 :--.-:.21-ac=i 0:-1 la 

qL\E' 

inh•bi6 100% l& +o~o+os+or1lac16n. s1n olviaar que és~a ma.leirnida 

1.' .. 'J compiejo 

del En cue de~erminamoa aue 

Ill; p~r=- -i-Llé 

o- =•:•.ü/'.:'.1 v el pr-crr.e::J10 oe e"'º 
Si. 

TLte 
n-1 

iriciucir la inhioic16n de la ac~ividad 

H. -ATPas.a. ce 

el promed1a de: e""º 
HC 

1..COt1 d~s:· ... ·1 ~c:.iór. 

ü.38:::. 

por 

qLte 

'Tabl"" 

s·:=t andar 

podemos 

l <>.s malei.m1da~ para 

de la Al P-si nt et asa" QL\e 

par-a indLtcir la inhibición de la actividad de la 
+z 

Mg -ATF'asa C1Ós 

promedios de los valores de e"'º se obtuvieron de los reportados en 
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._:e: ·~,;--:r,.;:..= 

;:-,} 

PC•di-1. :::,r, 

c::::;t1.n"t-o~- en c. l ,::..ropl &sto::. 

...,,.. -:. . .:::. A ¿nh1 b¿ "to:-J. o en 

7; .. Sin emb::.rgc:.. no 

T o<.o-i-o:=.+cri l a=i ón. 

e~:p:_t~:=t:::.= d.::..•==:. 0-;¡r:_:::ios -3M .. re:-gul&t:or-10;:; sólo para le=. hidróli=:;i::. del 

dir.r?;:::-::.a dis\:.~n=1 =--

la 

¿-,c:t.:; .•. :1c;..:;.G CG l¿.¡ ¡·;:;-- 2 -.::tTf·Ci"l.~a cen~roE 

re-.¿..,;:::1::0.· ... ·c;, oc lc:..s b:.smale1m1da.s \d1s-c2nc:::1~ ~ir...::. par;r. .... l~ innioición 

9 .. -:..: ~: ~~:;.9. , , • La c:on-formac16n de la.. H -{-..TP.;;:.:=,;., rEqL1er1d:;. p¿;.r~ .. la 

meodi~icada por bismale?imidas. 

~er~ la 1nn>o1ci6n oroducid• o~rece no depenaer de la distancia de 

les grupc~ sul~hidrilo entrecru=ados por las bi&maleimidas. 

Weiss y McCarty 119771 reportaron que la inhibic16n de 1"' 

~oto~os~orilaci6n indLtci da por maleimidas oi TLtnc:: i ona.l es en" 

tilacoides lavados de cloroplastos de espinaca d(?b.1.a,. en 
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~- 1-- '). .-- • = 1. ~ : = • 

···= ... •_·;.. ·"--' ,:,i,,;:, 

'5'-'C•;. __ 1:;:. ·:: .S.D 

E-Spl n~·c.a. rr.~.;. e1 ff,~ o?.:= en ese 

d1 E~ :-..n::::. e?. Gr.tr; 

01:==m~le1n.1ca=:. 

d:.. :,;o,i nu--..6 conTorm-=' 

sienco l"' 

6;:.~:irr.~ 1- L. 

1;--,h~b1 e: i ón de lo: 

nu••tro trabajo iinci~c VI>. 

INFLUENCIA DE SUBSTRATOS, PRODUCTOS V DESACOPLANTE EN LA 

INHIBICION INDUCIDA POR MALEIMIDAS DE LA ACTIVIDAD DE LA 

11g 
+2 -ATF'asa. 

Se s.:::i.be que las maleimidas a.c:túan como inhibidores de l <> 

transfere-nci a de e11ei-g1.a., es dec:i r., el e-fec.to que producen en la 
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o ,::;;-, l i'- del prc;.OLI;:: j dt-<. ~.or 

m-=-·o1 ,-i =:adC<I po:-

r-e::-~Ltl ai:or-J c.\= 1 del 

estos 

CF • 

su 

l"' 

l <'< 

se 

el 

1 ncii =.8.n quE:" '!' aLtnqL1t? .. el previno 

1 nou=1 de. en la 

••Lt= l eot: 1 de TLlE> 

e=:~LtVC oreseonte el 

·ios·f~-co Jnc.rgan!=c·- E.::ce~"tL:andc:· i?. la c:::lo:-om(;O't;.lmc.:-.lE'imid~ ej eTecto 

Tabla -fLte 

re·.,,er-tl de pcr en pron1ed1c• 

mientra& aue cuan~c ~&tuve prm•&n~e el más 

re ... ·Gr=;.ion de J.c. ~nh101c16:-1 -fLte 1,:J1.7':.: \o- =S .. 5=J .. n-• 

A d1+erenc1A o•l ~DP. el A7F no solo ~ever~•O la i nr-1i bJ. c:ión 

promovió Ltn inc:::r-emento 

t:Tab!a IV>. 

El ef~cto del ~TP no s• modi+ic6 con l 6 presencia del -fos~ato 

c.dicionado meoio de que (e;.: cept Ltand~ la 

la vel oc:::i d~d de l "' 
+z Mg -ATP~sa., en 

promedio., se 1 roc:re • .-ientó 29_3~-;: <o =47 .. 2> en 
n-1 

presencia de 

de- Pi .. 
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=r--· "":.:;..;-e;.:-, a.__:e 

¡.: r-e ... ::. er.sr. ~ole 

~¡ ·~ro;::·l a.s1:.cs CE? 

se 

con-i-ormacion~l 

CF .. ::.::.;, Ci_te...:.e=: r-e:...==:1on~n con }as rr.~leirr.::.oas. .. E::t 
~ 

1 ndLtcen 

es la 

ADF 

oei t4DF 

que reconocen 

SLl un16n covalen~e., oodrí ,:._ 

1 enm¿..sceo.r¿:.¡;,ier.-c.o'' ;:..arci.al,. o -cota.l de los sitios oe Ltnion de 

mé:.lEimio¿.;;,. previ r1i ~ndo5e-- la inhibición de ~ctiv1dad 

en=imática total o parcialmente. Segunda, si la un16n del ADP 

la con-formac16n de la 

an=ima oaspués de que la membrana del tilacoide ha ~ido energizada 
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=:;_;E l =·= 
P·~-r 

r. 2c:-. =- 1.a 

l& cc;:-,::;le_·.c· =LlC..&10·= 

prodL,cto=~ 

o¿..,-¿, "1r·.scn:=::101l:;.::.;.~-=:::e' .:l 2T-ec:-co 1nn1=-:;.-.:.or10 de- lé.S '71:..lE-irr.1d~ ... ::= ... /--. 

d<?l 

pero 

==··' prw.::LlC1:0.. ce la 

ort-=-=:enc-1 a de F'i 1.1·1o=.9r.:..:sor. 

el 

reviri::.16 l .=o. l. n h 1 b i e 1 ór. inducida par mal ei mi das 

cmcno+uncionala• v b•~uncicnalesJ y en la 

'.o- =Z.1. :•7>. Se 
n-1 

¡-,a 

incremento 

p,;;..ra 

rE"portado qLle" l « 

mayor 1. a de los 

er. la a.et i vi dad 

estos. casos .fue 

actividad HTF'e.s;:.. 

de l"' 

2t)1/.:. 

de p .. 
~oluble de mitocondr•••, en p~es~ncia de MgC1

2
, act1v~d.a por 
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-.=.-=---:- -,-.c.--r:~ de 

~.;..:-r.b:én 

0 l. rllE"!: 1 1 'E: Ltl -f Ó:·: i 00 

de 

C?.::iorr.c-=-r· t.' .• · =i•_· 192""-'. Le-. or-oc.c1c1aa por 

mLtc.no 

r ~.m::-:. e:-. el eti 1 e:-nal i c:=>l Llna,. 

m:. toc..ond.-1 ¿;..... .. 51. r. 

incu.co ;_1r, ::. r. =r-er..:;:::~1tc::· má:. d~l 150'.'; en ac:t1v1d.ad 

r. 1 c:t i- :::.o l !. "':. ;. ::: ,;. ( = ·=- f·ie- 1 E-= • 1 S:- 3 7 / ... pc•r de 

con 

la activ1d~ .... d 

del t:ilac:oióe. cc.r. 1 Ll= en 1.os 

c:on lisis del 

clorool&a~o. ~ l• fecha no se conoce el mecanismc oo~ el cual el 

F -f-1TF :-.sr:-. 
1 

el de 1 os 

OE' 

,_,na 

En la ac:tiv~dac:. 

pero los 

orgá.nic:os 11iá.S El 

de etc:oplamiento 

modi-ficoción especie..l en 

hi dr-ol i ti ca de la 

en c:.onjLtnto., 

-fos-fé:l.to y 

promue-...·en LlOa. 

\una c:on-form.:tci.6n 

el ~itio a.e t.i "º} 

de clorapl~stos cuando ~st• unida al ti1acoide. independientemente 
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ci;: qLlf? t?} en i r1d1 vi oual 

por t ~la.coi oes 1 a· .. ..-~oos., ob-c.en1 oos 

qu;;;;- 1 • ) .• -r, c:;e Pi no SE 

ConcluyarcG que el g~aco ae 1nhib1c:ion de l • 

el F·:.. . E.n T or ma :=.ame-,Jantc 

:..·~·~ i ;;.s: ... 1 ::;77: inC:i =arar. QLlE' el Fi no 

:i. nhi C· :>.e:.: 6:-1 1~·.•.ado~. 

d::.~c.repan=:i.=.. apc..rer.-t.e 

;::.001-i.a e;:pl:lc.a.rs~ oe orobable CLlE? e-n los 

clor~pl~~to~ ~nt~cto~ esi:.én presen·c.2:. nL•cle6t1dos endógenos 

ot~o• +ac~ore& d&l mistema intactc aue potencian la protecc1on 

mal E?1 mi d~s. 

t21TP-:=.i r.t~t.;.sc... dt? 

til~coides l•vaoos. lndeoendiantemmnte de ~actores adic:1on-=...les o 

nucleótidoa endógenos. poor~amos sugerir ou2 la con-far m.a.::::::1 Oíl de!. 
_, 

ca.1.;::.le..JO H -A1F'as~ reauer1d¿:.. para l.a. Toto-fos-for-tilac.ión v sensittl.e 

a la •nn101c16n por mal2im1das, no es suscepcible a la prote~ción 

del ~cs+ato y menas aQn 

di~erencia da la con~orma<ción requerida 

Al P. 

La presencia de L\n desacoplante 
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EFEC,0 DE L~ DMF EN ALGUNAS ACTJVJDADES FOTOS!NTETJCAS. 

( ve-r 

1"' 

o 1 srr•l. nLt'...,·er, l ~. ener9í a-. oe 

de.i ;..tF .. en rel a= i Or. l ~. Q'..1E se 

en l"" c1re-c:c:i6n de- l~ 

c1t:~oc-:=i 

:-:-.i't=•cor.dr-1 al 

que la 

ATF"-s~n'tetasa y la 

1 nter- e: amb i o F 1 -h"T F' c.:l co.T.p 1 e.Jo CF -cr Ltni do ,;;l 
o .. 

l , .... 

en F -HTPasa .. 
<de Me iss"' 

partir del 

inhibió las 

reacción de 

tilc.c::oide de 

clorcplastcs d& cl~~t~• ou ch1charo CFig. 11>. Nuestros resultados 

l C'S re-portados previ ¿:,.,mente 

soluoles de d•+erGntes +uente&. Sin embargo, podr1a 
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}.;E;, 2n-::.1r. . .;,... c:::-,-,r;.i¿.11 cu:;..r.d;::-

la r"'E2-CC'l.Ól1 dE l. n't:erc:¿.,mt l. o 

¡_e;._ 1nhi b1 c:16n le- +oto+os+o~ilacion, 

reacc26n oe in~ercamoJo Pi-ATP por DMF en los 

en p.:..rtl. CL\l &=:.. 

l"lg +z_ATP.asa 

cloroplsctos 

y la 

CFi g. 

sol · ... ·ente orgánico actúa c:omo l..\íl 

inn1b1dor- ce energ.1. a. emoargo.., el 

y la s.1.n1:.e~i s 

deJ HTF' (inclL1.-. •. :enao ei interc:ambl.Q Fi-ATF-·_1 sLtgi ere que l e<. DMF 

d:::.. -fere-nci c..1 acti vi da.des 

di -ferenc:i .:-.1 cie 

la !:JJ·,= es $'='mc_1an~e ~l de o't:rc:>:, 1nt-.101dore:;-. de le. trans~erenci~ de 

&l CLl~l "l .a-fec:ta 

mano~ ld. hidr-olisi.s qi_te la s1.ntes1s del ATP en clorople..stos .. 

La inhibición d1+~rencial entre la s~ntesis ~ la 

del ATP producida por la DMF en 

por el c~mbio en las constantes 

clor-oplastos., podr.1. a 

cinéticas involucradas 

hidrólisis 

e:::pl i car se 

en esas 

reaccion&s CShavit et al, 1984). Sin embargo., e>:i sten algunas 
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, . 
q:...:e-- e i r1e--::.1 e: é:rr.e:-t ':'_e 

CJ ::::_ =::.!.. •• - - ~ .. = o 1 C.• 

t , l ~ro 1 : ::: 1 =: -::i E- i .:-. T r:· •. ::. . e:.·- - ~· .·:. :::r-. ~· .. ·1 i:. .. = .=! -·: .=.:-. ¿.._ ••· i t 

OL:i::>cLtr'ld&dJ ._,,e.-.•-=- s,i:-.~e-!::.:= :::Je-1 ATF ?..En la lLt=J. ~·1di Cl onal mente .. 

C· r c•,1o:..1even o:.rc:.ns1 ci one:. 

nidro-f6b:.c.c1-h1drw+!l1-==:..s er. e: s1t1c:. r=..::..-t..::.!i~:.cc. de F <Peciersen y .. 
cii ch.:;s. 

H -HTFas~. 

, 
prccuc1encc~& un ~+acto inhioitorio di-terenci.a..l 

por l..:. DI-Ir-. 

,:..¡,oarcntt:;;m.::n-ce. lé\ Di·ii=' no c::aLLSÓ un 1ncremento 2n~;peci-.fl.c:o er1 

l,;.. pErrr.e.abi l 1 d?c o:---otones de memoran a:. tila::::='ioes. 

=on::: entr ac: i C•O•E'E qLtE-' ::. nhi ::i.i eror. 

+otc·ias-i-or-1la.c1ori \F1i;:;;:: .. 11 

con el 

<CF
0

• en le~ clcrcolastos, es probable que 

di+erente que el DCCD •McCarty y Racker, 19671 

+ 
salida de H a través de CF en 

o 

(Fig .. 12) .. í-idic:.ion.~\lmEnte, se 

e 1 c:•r opl astas 

obse1-vó qLte 

comp 1 et amente· la 

mayor e:. 

canc:-.1 de prot:.one~ 

lo haga de manera 

el CLtal evita la 

depl etados de CF .. 
la DMF inhibió el 

l:.rc.--.risporte dE electrones ba:..al, y que esta inhibición es revertida 

parci~lmmnte por cloruro de Amonio <Fig. 131. En c:onjL.tnto., 
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c-::.1 .-:-10 Llr, 1nh:..bidor-

laz ~u~~noc~~~~ e~. CF unooc al tilacoid&. de fuBG&ra semej&ntc • 
1 

1'965i .. l '" 
.f l c•r i =in a 

s1r1":"al1na et ... 1 1968) .. 

mmbar9c. el &~ac~c da la c:.:::.den.;. -c.r .an s. por tadcr.:.. de 

.;.monio 

D!-iF va.r-i as 

pr-esenc:1 e de ATP 

14-C) ~ ¡:.ero ~L·-= te.té 1;;1t=t1te;. ir.nibioo a conc:entraciones ma)··ores de 

12% en la pre•Enc1a ce los nucleótidca v d~l -i-os-f~to<Fig .. 15-CJ., 

rea~1rfil¿1ri.a l.:- :.=~~~e c:;;_\e le:-. !:.:MF 1nn1bE l~ c:ade-nc:-.. -c.ran sport adora 

c:onc:entraciones 

las r-eaueridas para l "'· 1 nhi bi c:16r. de la 

~oto~osio~ilació~ 1=:.·~) <Fig. 11J .. 

EJ t:-an::.portE de electrones o a sal -f LlE' inhibido b.=tjas 

concencracionea ae DMF (3%> y ba.JCl.S concentraciones Pi 

(i ... 5mM; \F:ig .. 1~·' y no SLt-fri6 c:ambJ-o, res=.pec:to al control en 

pr-ese-nc:1 ~ de o':·. de Ol"iF y di -ferE?nte~ cc.•nc:entrac:i enes de ADP CFi g. 

16)" la .. ·elocidad del transporte de electrones be sal -fLlé 

incrmment~da notablnmente <inhibición ~uertemente re· ... ·ertida> por 

c:onc:entr.:ic i oni:?s crecientes. de -fosTato (hasta 6mt1) o con el 
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pr- eser.= l.,:,.. • ..:.iP 

14-B. 1,;0-E<. Est:.os 

reaultacos mugieren oue la DMF interactúa, al menos. en el sitio o 

1os si~ios de in~~r•ccio~ =al +os+a~o v los nucleótidos del CF • 
~ 

en el c:.omple_io 

en 1 o;:. 

en= i n1á.~ l. e os c:aGena ~ransoor~ador.a de el ec:"C.rones, 

ce .al 9L1.no de 

c:loroc.lasi:.o, oor- ;_tn10n 

DMF l~vados y resuscendidcs en medio l1bre de DMF rec:.Ltper ?.ron la 

a lo:= del 

control (i".;.bl.;.. \}J .. Se ha. repor"t.&OC.• q~te ~lt;JL\n·":)~ sol· .. :e:=r.c.e: cr-93.nl.CCJE"· 

1noucmn d1+erenci~ci6n de cel Ltl a= n€:-opl ásmi ca;. al. 

ce 

pc:.:=.1 i:ll.] l.Oad cie-~1 os 

orgánicos., c:omo l"' DMF 

d:i mE:ti l sul -i-Ó>:.1 oo"'l' i ndúce..n Ltn c:~mbio en la movi ! 1 dc:.-ld 1 .;:..ter-al de 

al qt..te suc.ede duran"te: el 

proceso natural de ma.dt..trac:i ón celL:la-.r- .. Dibner y col €1.borc:ldores 

11985) determinaron un incremento signi+icativo en l "' viscosidad 

/ 
de la rnombr.ana dt? c:elul as canc:E-rosas de colon SLt c:onsecLtt=nte 

di~erenciaci6n por el tre.t.,miento prolQngmdo con N-etil+ormamida ~ 

DMF de las c~lulas en c:ul tivo .. As!. mismo, demostrar-on qLlE' e>: i ste 

15·+ 



solventes del 

modio oe cult•~c. Un e+e~~o sem2Jante en la diS:m1nu~16r. oe la 

movilid~d •Ó incremmn~o en l~ viscosidad> de las de la 

poor.1. e. conducir 

en=imáticos de 

e~:istir 

una relación imcort~n~e mntre la estructura <+1•ica> ~ +unción ciE 

caoo 1.as 

l Ltrr.::. nos e. la .f otoT o:=i. r.tesi = (Harwooo. 

podrl. .ar. 

l• di+usibilidad de los componentes de la cadena transoortadora de 

1 o::. cual E-;.. .. inter.ac:tú.an coopera.ti vc:..mcn"t.c con los 

complejo• m•cramcleculare• curante la +oto+os+orilación (Barber., 

198";·; Harwocd. 198(1.•. 

La inhioición oel tr6n& 0 orte oe electrones basal por la DMF 

-ic•s+ato \Fig .. 14-A, 

15-A 16-A). res1_ll ti:o.dC podr1.a sugerir qLte los a.ni one=::. 

presencia de 

modi T 1 c:an indirectamente la 

ac~ivid~d o~ la cadena transoortaoora de electrones, de tal manera 

que bajo es~• condiciones no se inhibe, pero si activa .. Otra 

posibilidad podr1• ser que los nucleótidos v el +cs+ato tengan un 

papal modulador en la c:.:..dena trar.5.portadora de ele.::trones del. 

en de la SC? ei.!tere dic:ha 

modul~ción. Esta altim• posibilidad podr1• estar de acuer con lo 
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u;i t..c.cor.dr l c:.s.. F'LIE?S-tD de 

por ATF an la ci~ccromo - ox1oasa ouede modular l ~· 

::.i!? '=:'lE·C~ron~·~ t..-1r1ton1n1 e~ .=..l '! 1:;:32: Ri¡;;;ioLtlet. e-=. c.l ., l S-87) Lrts 

e ... ·1 cene:. .:os pueaer. resurr.:.rse si 9Lt1 E?nte maner~: ... i) 

m::::idi-fic:.aron l. ci net1 c:.c.. del 

o:: i casa .. 

soluble o r~consti~u•d• en ves1culas •rti+iciales l&isson et al . ., 

suou.ni oc.di:;-;:. VIII y I \.' de cii:.oc:.romo e oxidasa en 

c-::.~per1 mEnt:.os- e·-fec"t Ll~.oos c:.on el c:ompi...1e:i:.c• -f C:•toac"C.l. vabl e a=i do-ATP 

c:ambio en los 

res1ouos ac101cos da la ci~ocromo e oxioasa la Tase 

c-.c:L1os..:.. f..i:t1s~on et al .. 1987); <.:~'i el ATF' indujo L\na. perturoac:.ión 

sol L\bl e o 

reccnsti~uice en oart1culas de +os+cl1pidos IAntonini et aL, 1~88¡ 

Fer ~l momento. no es posiole plantear un mec::an1smo general 

q1..1e e~: p 1 i que los e-f ec::tos de l-=- Dt"'1F en 1 as di+erentes a.ctividei.des 

+otcsintéticas en los cloropl•E~os, puesto 

interacciona en más de 

transouctor de energ1a de esos org.:..nel os. 

que 

un 

Sin 

aparentemente, este 

sitio ·del sistema 

embargo., podemos 

sugerir que la DMF actQa como un inhibidor de la trans~erencia de 

energ1a la bajas concentraciones> en c:.loroplastos~ y .además Ca 

mayores concentraciones) corno un inhibidor de la ca.dená 

tra~sportadora de electrones. 
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o+ tn~ 

n1errib~- E::-.n-=--ooLtnci 

... 1 ?83) 
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R. and 

Local:=e~ion and nucleotide saquence o+ the 

pro-c.ec•l ipid on the 

sp1necn pl~s~•~ cnromo~cms. Current Genet 7:12~-13~ 

·• ~11 t:::-.JC•S ( 1 ::;76' SLt.i phydryl groupe in 
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Anthon GE and Jagondorf AT l., 1·:;·E,14) f·1ethanol 
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CF<. Bioch1m Biophys Acte 76~:354-362 

~nthon GE and Jegendorf AT (1~86) Evidence for multiple e+~~cts in 

the mothanolac~1vation o+ chloroplast .coupling l.. 

Biochim Biuphys Acta 848:~2-98 
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como!~· e-,. c~Ltpl1ng n1emor2ne::s, (S r·e.p!::"I. r .. Hli:t?noor~ L Ernsi:.ei· 

b:ind1ng 
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