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DAD •••••••• 2. 3~ 4, S-Tetrameti 1 p-feni lendia1'1ina. 

DS"Ia •••••• 2,S-Dibromo 3-f"letil 6-isopropil p-benzoquinona. 

0Ct1U ......... 3-<-:S, 4-dicloroTeni l > 1.1-Dimeti !urea.. 

OCPIP ........ 2,ó-Dicloro.<fenolindof=enol. 

DPC ......... 1,5-Di<fenilcarbazida .. 

f'tV .......... ,,etilviolÓgena .. 
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I:nt.roducci6n 

La ivalina y la ~aluzanina C son miembros de las lactonas 

sesquiterpénicas; las cuales se obtienen de plantas de la ~amilia 

Composltae.la cual es muy camón en México. 

Este tipo de compuestos tiene numerosos eTectos entre los 

cuales se encuentra el de alelopat1a, es decir son capaces de 

regular un ecosistema determinado debido a su eFecto negativo sobre 

determinadas especies de plantas. 

En este trabajo se busca conocer el e~ecto de los comipu&stos 

ensayados sobre la fotosíntesis, ya que la mayoría de los 

compuestos que afectan a las plantas tienen como blanco principal 

el transporte de electrones Fotosintético y otros procesos 

relacionados con él. 

Este e~ecto puede ser: bloqueo del transporte de electrones, 

desacoplamiento de la s!ntesis de ATP inhibición de la 

transi=erencia de energ!a. 

Para ello se midió el e~ecto de diferentes concentr•cion.s de 

los compuestos en la bomba. de protones, síntesis de ATP y 

transporte de electrones. Además se determinaron las reacciones 

parciales de la reacción de Hill para conocer el sitio de 

inhibición en la cadena de transporte de electrones. 

De los resultados de estos eMperimentos se puede conocer el 

sitio y =ecanismo de acción de estos compuestos. Los cuales pueden 

tener una aplicaci6r. como herbicidas. 
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FOTOSINTESIS 

Est.ruc:t.urar. del sJ.ste ... f'otosint.•t.ico -

La ~otos1ntes1s se reali=a en dos etapas. La primera es la 

Tase luminosa donde ocurre la captación de la energ!a luminosa por 

los pigmentos Que übsorben la lu:: conv!rt1•ndola 

qu1mica. En la se;unda ~ase los productos ricos 

energ!a 

energía 

obtenidos en la primera ~ase son util1::ados para T1Jar coa para 

dar carboh1dratos. 

La reacción qu1m1ca global de la Totos1ntesis se puede 

exprese>r como: 6COz+6H20.,.LUZ=C~Oo+60z. 

En esta reacción se puede observar Que se ha reducido el COa 

~ara ~cr~ar caroa~1dratos y que los productos tienen m.As energ1a 

que los reactivos por lo cual puede decir que la 

~otos!ntes1s se ut1l1::a la energ1a luminosa para obtener poder 

reductor y compuestos con m¿yor cantidad de energ1a C 1 >. 

En la reacción de la Totos1ntes1s se puede sustituir el 

aceptar y donador de electrones por otros aceptares y donadores 

por lo cual la reacc16n Queda A + t-20 + LUZ = O + HaA. A esta 

reacción se le conoce como reacción de Hill. 

En los Olt1mos af"io~ se na cescub1erto la 1mportanc1a de ¡os 

-Factores estrL"=turales en el desar-rollo de la -Fotos1ntes1s. Uno de 

los Tactores ae mayor 1mportanc1a es la presencia de un sistema de 

membranas Que permiten la Tormación de los gradientes 

electr0Qu1m1cos necesarios pare la Tcrmac.16n de intermad1arios de 

alta er.erqia y la compartament1l1:ac.1ón de los distintos 

ccmgcnentes ce tal -Forma que exista ~na relación adecuada entre 

todos los componentes necesarios para la Totos1ntes1s. 



,.., este ~l.Stema de memora.nas internas se le conoce con el 

nombre de ti lacoices lo"i cuales se caracter1:an por tener· un radio 

super-fic1e-volu.-1an muy alt.o. En los ti lacoides se encuen~ran los 

componentes r.~cesar1as para los primeros eventos º" la 

.fotos! ntesis e 2 ) • 

En las plantas suoer¡cres este sistema de membranas internas 

se encuentra roceado por una d~ble membrana .formanao organelo 

celular: el cloroplasto. 

La mayor!a de los cloroplastos de las plantas superiores 

tienen ~cr=a ~e lantes c1rculares elongados d1.ámetro 

~ximo ce ~-lOµm. Una célula de espinaca t!p1ca contiene entre 

20-60 cloroplastos cada uno de los cuales tiene 

34µm• Ct'J.g .. 1). 

volulTlen de 

Estudios con clorop1astos intactos han demos~rado que la 

membrana intel"'"na regula el transporte de metabolitos a trav•s de 

elle mientras que la membr~na externa altamente permeable a la 

mayoria de las sustancias de baJo peso molecular; estas dos 

envolturas estan separadas por un espacio de 10-20µm aunque 

encuentran unidas en ciertos puntos. la envoltura interna se 

caracteri:a por t.ener mayor cantidad de prote!nas lo cual 

coincide con el gran ntl:1t.ero de activic.:.oes en;;:.i.,T.át.1c:as y lle 

transporte asociadas a ella. Las dos membranas de la envoltura en 

las plantas C• son l is,..s. En contraste se pueden 

invaginaciones en oroplasti=ias durante el enverdec1~iento de 

etioplastos y durante el desarrrol lo de cloroplastos; est.as 

invaginaciones tienen la ~inalidaa de proporcionar espac1~ pára 

las en:imas y et.ros ma~eriales necesarios para el desarrollo del 

clorop lasto. 
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La matri;:: del clorcplasto llamada tamb1~n estrcm• acarea 

todas las estructuras y moléculas comprend1das en~re la membrana 

interna de la envoltura y los t1lac:o1aes. la mavor!a ce los cuales 

h~arcsolubles. En el estroma ael cloroplasto se enccantra~: 

las en;:1rnas del c1clo de Calv1n, los element.os nec:esar:.os para la 

s1ntesis proteica como DNA.RNA.ribcsomas.etc •• grár.ulos oe alm106~ 

y los plastoglob·.Jl1 los cuales están .f-ormados por- Upidos y s1r-.·en 

como al~ac•n de ciertos lip1dos membranales qua se ~cumula~ 

durante la degradación de membranas vteJas o en la o~scur1dad C3l. 

Todos los sistemas de membranas del clorcolast.o estan 

estruc~urados ce acuerdo al modelo del mosatco ~~utdo ccm~n a las 

membranas btol6g1cas. pero a dt~erenc1a de otras me~branas la de 

los t1laco1aes esta .formada principalmente por l!ptdos polares no 

cargados siendo los pr1nc1pales el monog~lactosildiac1lgl1c:erol y 

el digalactcsi!.C1ac1l9licerol; su T=unc:16n empacar grandes 

compleJos de prote.!:ias an las membra.n.3s btol691cas adem.i.s ce 

estab1l1:ar regiones curvas de las memcranas deb1Co la 

estructura cónica que poseen y volver a lo memb~ana del ttlac:o1de 

r~s ~lutda. Por lo cual estos lipidos i.mpcrtantes el 

~ncionam1en~o ae los c:cmpleJos de prcte!nas.otros l!pldos Que se 

encuentran tamb~4n en las memoranas de los ~1lacoides son el 

T=osFat 1d1 lgl tcerol. 

e-:e.C <& , 5 ). 

fos~at1a1lcolina. 

Los ttlaeo1des estan arreglados rea continua de 

membranas simples no aoresaaas. 1 nt e rconec tacas memor.atnas 

apresadas esta en contacto directo con el estroma del 

cloroplasi:.o aonae o-::urre la ~iJación del Cúz. mientras que l.:-
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super~icl.e- :.nt.er.,a del '~1lacoide- enc1ert-*' ·el escaci'c:: lu.~:.nill, el 

c<.J.il es un e~pa.c:io cont:1nuo .entr.e t'Odas:~:-l.3-s ~r:eg)~:m-e·s- aoresadas ..,. 

no acresae1as C 6 ~. 

Paolillo y Falk propusie".'.ºi:"·QUe cnl~tí.Pl.~s .Planos OE" meincranas 

apilaaa'S son de - , ... - .. ' 

super-F1c1~ de un ml~l~o,_ci.Ún_dr~·ca::-.~·~' "·--~e"mb-~-~na~· apiladas .. Estas 

~embranas helico1dalmeOte arregladas Torman uniones con los discos 

inaiv1duales de las grana' por lo cual el lumen de las dos 

~embranas es continuo. Esta asociación es tal que cada disco est:a 

conectado a un nó:mero de membranas helicoidalmente arregladas y 

cada una ce estas membranas esta conectada varios discos del 

grana. 

Esta diferenciación estructural en la ~aycr!a_Ce las c!anta~ 

super1ores de regiones apre9adas y no apresadas es paralelo a una 

di~erenciación ~uncional. 

Se ha encontrado una relación entre el radio de regiones 

aoiladas y apiladas y distintos ~actores arnbie~tales. por 

eJemplo se na encon~raco una relación inversa entre los tilacoide5 

api.laCos v la intensidaC d~ la lu:. ciertos nerb1cidas prooucen un 

e~ecto semeJar.te. 

En les t1lacoides se encuentran los elementos necesarios ~ara 

captar la lu= v trans~ormarla en ener9ia qu!mica. Es~os elementos 

se encuentran estructurados en 4 compleJos prote! nicos: 

1.-com~leJoS captadores de lu:, <LhCJ2.- Dos ~otosistemas 

centros dé reactión (F5>3.-

CCF.1.-CF0>4.- Cit.ocromos ;estos complejos interactúan en-:re si 

gracias a una membrana muy ~luida en donde pueoen moverse 

IDOléculas como la plastoquinona, plastocian1na, etc. Estos 
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c:ompleJos no estan uni~ormemente distribuidos en las membranas de 

los tilacoides; esto se debe a que los compleJos captadore~ de lu: 

tLHC> pueden transferir energia a cualquiera de los dos 

rotosistemas existentes lo cual no es deseable y por ello los 

.f:otos1stemas estan separados uno del otro y solo 1nteractuan de la 

manera antes descrita C 3 >. 

La H•-ATPoeG y el PSI se encuentran localizados las 

regiones no apr·esadas donde se encuentran el ADP,NAO+ con el cual 

i nterac:tuan9 cambio el PSll que ínteractua con moll6cula 

pequef'5::3 como el agua. :.e encuentra en las regiones apresadas. el 

compleJo citocromo bd/~ 

regiones Ctig.2l. 

distribuye uniformemente en ambas 

Ce lo anterior se deduce que los cambios en los radios entre 

los tilacoides apresados y no apresados es una manera de cambiar 

la relación estequ1011'116trica entre los PSI y PSII C e ). 

Se ha sugerido que el apilamiento de los cloroplastos es 

mediado por el complejo captador de luz del ~otosistema II. Se 

piensa que algunas interacciones entre este complejo algunas 

sales inorg~nicas es el responsable de este proceso. esto ha 

comprobado porque si los tilacoides son lavados en medio bajo 

en sales se pierden los tilacoídes apilados y una readición 

posterior de cationes invierte el proceso C i ,. 5 ,. 7 ). 

Ele-.nt.09 de la tot.osint.esJ.s 

P1g...ntos Cotosint•ttcos 

Cualquier clase de pigmentos por de~1nición absorben luz 

la región del visible esto se debe a que tienen 

dobles enlaces conjugados. 

e 

sistema de 



ltec:.bn~ E:x'terna 

tig. 1 Diagraaa de un Cloroplasto 

t CF,Cf, O cyt O.Jt 

tig. 2 Modelo de la orci.aniz.acion supr;ol"'°l"""'"'.llrtr• d~ !a!: 

m&8'bran.as de los lilacoides. PSI Fotosistema I >. PSII 

Fotosist.ema II >,. CFoCf'• C H+-ATPa.aa. >. Cyt ~ CCiloc:romo bo,.f'f). 
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El.Principal pigmento ~ot~sint,tico es la clorc~1la. En ~sta 

mol•cuta el sistema de en~aces· conjugados se encuen't.ra en .:?l 

anilla Por~ir1nico, el cual est~ ;:armado por cuatrc p1rrole~ 

c!cl1cos unidos' entre s.f y Que se encuentran conJugados con Mg2•. 

A este anillo se.encuentra unido un alcohol isoprenoiae de cadena 

muy largat el rito! el cual le da las cloror11as sus 

caracter!sticas hidro-Fóbicas. Su ~unción es la de anclar la 

molécula .en las regiones hidro-Fóbicas de las prote! nas 

membranales. ademas de perm1t1r una cierta orientación del anLllo 

porF1rinico en la región hidroi=ób1ca de la membrana. 

Existen tJ"es variedades ae cloro-fila. la clo,..o.f1la a.by las 

bacteriocloro~1las; la cloro.fila a se encuentra en las plantas 

superiores y en las algas. la cloro.¡:1 lt! b S!::!' :::"'cuentt·a :;;oio '='~ las 

plan~as supe,..tcres y se di~erencia de la primera en Qce tiene 

grupo .form1lo donde la cloro~1la a tiene un grupo metilo, este 

cambio produce un cambio en la hidro~obictdad de las mol6culas que 

ocasiona que los espectros de absorción de ambos p~gmentos sean 

ligeramente d1~erentes. la clorofila restante la 

bacter1ocloro~ila. se encuentra en las bacterias y se di~eren~:a 

de las primeras Que un enlace sencillo es sustituido por 

enlace doble el sistema conJugado. esto provoca que el espectro 

de absorción de la bacterioclorofila sea tamb1en diferente aunque 

el espectro de absorción in ~(uo de todas clorofilas depende de 

ctros par~metros como son uniones con proteínas. 1nteracc1ón con 

otros p19mentos y otras condicion~s ambientales. 

A pesar oe que las clorofilas son los pigmentos más 

importantes para la ~otos!ntes1s no son los ónices presentes ni 

los Onicos que participan en la absorción de la luz. 

l(• 



Aorox1maoa1"Dente el _-3X del peso de U.p1oos que encuentran 

tos tilacoides corresponden a los carotenoides de los cuales 

los l'..ls la lute1na, ~-carotenov1olo~ant1na y 

neoxant1na. Los caro~enos se c:aracteri:an por tener un sistema 

extensivo de enlaces conJugados con un~ mot•c:ula cicl1ca unida en 

cada eKtrecno. como resultado de esto absorben ~uertemente el 

a=:ul, Sin embargo la e~ic1enc:1a de la t:ransferem::1a ce energia 

las c:loro..ri las muy baJa. por lo cual se cree que 

ac:tiv1dad la de protección. Este proceso puede 

e~ec1pli-Ficado por el proceso de -rotoox1dac:1ón: las reacciones de 

oxidac•ón son ,:.ac:i¡1tadas por gran nó~ero de c:o~puestos 

c:olor1dos que absorben lu:::: en el v1s1ble como las clorof1las;en la 

lu: estos comcues~os pueden catali:ar la oxioac16n de la mayoria 

de los componentes ~elulares por el mecanismo de fotooxidac:ión. En 

este proceso la energia. de un estado de la cloro~ila llamado 

triplete excitado Que se obtiene cuando hay un aceptor de e- se 

transfiere al oxigeno oa~a dar un estado excitado singulete del 

ox.1.geno: 

D + Hv = D•s Estado excitado singulete del colorante 

Das = D•T Estado exc:tado triplete del colorante 

Pcr estas rea.::ciones el colorante actOa 

~o~osensibtli=ador de la oxicac:ón por activación del oxigeno, el 

est.6'~'= excitado sinQ•Jlete del o;c!geno es muy reactivo y puede 

o:>.:1cor anlaces C:oOles. ;rucos al':uno. etc., iJro-.·ocando la e1uerte 

celular· s: el caf'io es muy grande. 

Las sustancias aue protegen a la c•tula de estos procesos son 

los carc"t.eno1ces los cuales atrapan la energia del estado triclete 
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excitado de la cloroTila y lo liberan como calor sin oxidarse. 

En ciertas algas se encuentran otro tipo de pigmentos que se 

encuentran en la superTic1e de los tilaco1des Tormando agregados 

con unas pr·ote! nas l latr1adas ficobi l iprote! nas. estos forman 

agregados ~~s grandes llamados ficobilisomas. Existen varios tipos 

de ficobil1prote1nas pero los 11\á.s importantes son la Ticobilina y 

la ficoer1trina. Estos pigmentos son las ficobilinas las cuales 

estan -Formadas por una estructura tetrap1rrólica abierta y 

probablemente son productos de degradación del grupo HEH. Estos 

pigmentos se encuentran unidos a las proteínas por una adición del 

grupo sulfhidrilo de las prote!nas a un etileno del pigmento y pcr 

la for~ación de un enlace ester entre ambas molóculas. 

Los ficob1lisomas sirven como compleJos captadores de luz 

adicionales ya que absorben luz a urnt. X dond• no absorben las 

clorofilas e 2 ,. 8 ). 

co..,J.ejos de Proteínas 

El aparato fotosintético de los eucar1ontes contiene dos 

fotosistemas cada uno de los cuales es un complejo multicomponente 

pigmento-prote!na, existen otros componentes prote!nicos que no 

contienen pigmentos: el citbd/f y la H•-ATPaea. e g ). 

La clorofila encuentra formando agregados con las 

prote!nas quedando en forma extendida esto permite aJ.- Mar.tener 

las distancias y orientaciones relativas entre los complejos 

formadores de luz y los centros de reacción para maximizar la 

transferencia de energía, b).- Crear distintos m1croambientes para 

aumentar el espectro de absorción de los compleJos captadores de 

luz c) .- Regular las interacciones entre los ccmpleJos captadores 
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de lu= y los centros de reacción regulando asi la absor:::ión 

cada -fotosistema. 

Para llevar el rango de absorción de la lu= ~ los n1veles mis 

altos posibles. cada CR estA rodeado por pigmento$ que sirven como 

antenas tLHC>. La lu: captada por estos LHC es llev~da los 

centros de reacción dando como resultado que se absorca una mayor 

cant1dad de energía que s1 actuaran solo los pigmentos del centro 

de reacción. Por lo cual cada ~otos1stema esta ~armado por un RC y 

complejo captador de lu:: C C5 • 10 ,. 13 ). 

El ~otos1stema II es un ensamble de proteínas 

uniaa~ , el cual es capa:: ae reaucir por medio de la lu= la 

plastoquinona recuperando electrones del agua.Para e+ectuar el 

trans?orte de electrones en el centro de reacción se necesita 

cloro-f:i!a a especial lla1nada P680. :: o mA.s dadores de electrones 

que actuan del ladc o::id.:;dc del centro c:e reacción aceptar 

intermed1ar10 de electrones probablemente 

qu1nonas que ac~uan cc~o aceptares pr1mar1os y secundar1oso todos 

es~os elementcs se encuentran unidos c1stintas oroteír1as. El 

donadcr prunario ?690. la ;:eo<f1t1na. los aceptares pr1mar10 

secundario se encuentran unidos a la proteína D.t peso 

molecular de 32 i.:o. y Dz con un peso molecular de ::;4 kD. Las otras 

=l.:.r~F:.:u;; ~ ... e f.:;, .1.0.-, .:-: .:. .... otro d.,.. r =e1cc1ón se eoncuenc.ran un1oas a 

otras oos prot2ínas e~~ pesos mole~u!ar~s :e 43 y 4~ ~n.;=cas 

estas proteínas permiten mantener un orden y or·1entac16n entre los 

coi::;:ior.entes del ce:itrc de re.acc.1ón C 11 • 12 >. 

En el LHCII que rodea al CRII se encuentra la mitad de las 

prc~eínas y clo~o~ilas Que hay en los tilac:oides 1ncluyendc la 

f'llayor!a de l.a c.loro~1la b,carotenos y xantof.ilas, la prooorc:16n 02 
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cloro<fi la a.b. c::arcter:tos. xanto<fi las es 4:3:2: t. y el radio a/b es 

de 1-1.4. ·estos pigmentos se encuentran unidos a unidades Tormadas 

por tr1meros de Z péptidos c::uyo peso molecular es de 24-27kD., y 

se puede tener hasta 300 moléculas de cloro~ilas. Los LHC II 

tienen otro ~ragmento llamado CP29 el cual se dice que un LHCII 

interno el cual su·ve para el CR con el LHCII. 

El LHCII no solo como antena s1no que contribuye la 

diTerenciación de la membr·ana del t.ilacoide en :::onas apresadas y 

no apresadas esto se logra mediante la interacción de ciertos 

l"'es:duos de pcl1pépt:dos d~l LHCII c::on las memb,.-anCls de los 

tilac::oides; deo1do a ésto y a la lateralidad en la distribución de 

les ~otosistemas. el LHCtt regul• la cantidad de energi• de 

excitación absorbida por los ~otos1stemas, esto estA dado por la 

.;os~cri lación de ciertos p•ptidos del LHCII el cual pasa asi al 

estado I I. lo cual hace que una pre~erencialmente al PSI. 

Cuando este comple;o no esta ~osTor1lado pasa al estado y 

encontrar~ en el PSII; la en:ima que real1:::a esto es cinasa 

que se er.cuentra untda la membrana de los tilacoides cuya 

ac:tiv1dad es regulada por el estado redox de la plastoquinona. La 

~os~orilación aumenta la carga negativa y por repulsión de cargas 

evita la ~ormac:ón de los SGC::OS ( 9 ). 

El f-otos1s~ema I ensamble de prote~nas las cuales 

estan unidas las clorofilas y otros pigmentos. que capaces de 

produ:ir un O:.tidant'!? 06bil inducido por la lu:::. el cual o::ida a la 

plastoquinona. y un r-educi:.or- f•.1erte capa: C!e transferir electrones 

a la f-erreaoxina. Los componentes ce esta trans.rerencia de 

electrones son la cioro~1 la a. del centro de reacción llamada F700 

la cual se gncu~ntra u~ida Junto con otras clorofilas a. dos 
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pol1ptip1:1oas de 70J.:O.un aceptor inter~ediar10 y -:.,..es acep~o:~É!s 

estables de electrones qUe son proteinaS, Fes de bajo ~ot~~ci~l 

redox con un peSo molecular- de 16, i·a, 40kD •• -=~.- pó·/:_-¿~-t'~"~o· un -í::li6ptiao 

de ::OkD., el cual une a ~a pl.~stOcianina. al -.c-~n~;~·.: d~--:.~~-~cé::i~~ l. 

Mientras que la existencia- del LHCii por 

mucho tiempo. la e~-istencia ·de un LHCl homól~go. ~-~ _-sido revelaaa 
.-. --··,' ", 

recientemente: .esU .formado por 4 de . 20~2t:'ko · y_ 

c:-~f'!'tle~~- ~~r~-::~~- ·:;~·-_ cloroFilas con un radio cvb de :;-.-s-~.7- e· g-·)~· 

a.acciones Luainosas 

E'\IWnt.os pr-1-.rJ.os de la t'otosinlesis 

~La--Tot.os!ntes1s es el pr"oceso b1ol6g1co por el cual se 

coriVi-erte la rad1ac1ón electromagn6t1ca en ener-Qia quim1ca. 

Es en el centro de r-eacc1ón :jonce ocur-ren las primeras 

reacciones Totoqu!micas las cuales consiste en tr~ns~erenc1a 

de electrones inducida por la lu: de un donador O• a aceptar. 

esta energ!a es conservada la separación de carga y es usada 

por los organismos par-a llevar reacciones de trans~erenc1a de 

electrones que croveen energ!a para la s!ntes1s ce compuestos 

ricos en energ!a como el AT? C 13 J. 

Cuando un Fotón es absorbido por un ~tomo molécula 

e~ecto es cambiar la con~1gurac16n de la carQa eléctric3 asoc1a~a 

a la valencia. Como este estado tiene ~s energ!a que el estado 

basal se dice que la molécula esta eNc1tada. Esta trans1c1ón 

lleva a caoo solo baJo ciertas condiciones prea1chas por la 

mec~nica cuAntica. 

En los pigmentos varios -fact.or-es tienden engrosar estas 

regiones en bandas ccmo lo son los dobles enlaces conJugados. 
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debido a Que cada doble .enlace conJugado agrega par de 

elec~rones compartidcis por el-si~tema ~enjugado como un todo. por 

lo t~nto el e-fecto del ~1stema conjugado es el de disminuir la 

tran~1ción ent:.re-el estado b~sal y el excitado; cr~ando varios 

estadoS _int.er:-_medios por lo cual estas sustancias .-t:-:;urben -fotones 

con una k menor., Otros ~actores que incrementan el nOmero de 

estadcS ·cu.intico5 posioles: energ!a vibracional y rotacional de 

las mol6culas .. 

·Cuando- ·un f"otón -de _eflerg!a apropiada llega a una cloro-fila el 

pigmento entra en un es~adc. e~citado en 10-cs5. Hay c:s :~~~==~ 

excitados en· la cloro-Fila a. el ?rimer estado excitado producido 

·por _la lu::-f-oJa y el tercer estado excitado producido por la lu:: 

a::ul .. 

Para los propósitos de la ~otosintesis el nivel energ•tico 

ai.s importante es el p,..1rner estado exci.tado s1ngulete Sa. Las 

moléculas elevadas el t:.ercel"' estado e~c:itaC:o sini;ulete Sa re9reson 

nlp i damente traves de las transiciones de enel"'gia 

v1bracional y rotacional 11berandose calor durant:.e el proceso; 

es.to llama conversión 1nterna. debl.dO a 6sto fotón de lu:: 

a:ul no ca m.i.s energia Que uno de lu: roJa. 

Una ve: que la c!cro~¡la se encuent.l"'a el orimer P~t~do 

excit.aco singulet:.e. puec~ seguir varias vias como conver-sión 

int:.erna con liberación ae calor. puede regresar al estado basal 

emitiendo el -r:otón absorbido como ~lUOl"'escencia. puede entrar a un 

estado ce e::ci~ac:.ón aiY:erent:.e llamado el estado tr ip lete. puede 

-:rar!s-Fer:.r su. er:e:-g!ü. a ct.1·.:o. .::1or·of" .. lo o pueoe ent.rar en un'-

reacción Quimi.::a. 

~1 estado triplete di~erenc1a del singulete por la 
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orientaciófi; .aei ,electrÓ~ es· ~eci.,. por· el nómero de s;un. este 

QUE estado ,.se dice_ ·_Que ~s ;;;~ta,;;t~·bYe." ~·~~qu~- h.:13-Y pee.os eventos 

camtnen ·e1· spin'>:de un ~,-17~~:~;.s·n ·;}~P.~~~ ei'l~. ~-i.f:ici\mente pueae pasar 

a s~ ~ ·al e~~ª~~:-/b·a:~~-~"}<- .,~ ·~-- .: :; ;'.. . . 
La vi.l.' 'Que:. sÍcj{1é:.:-~1:.- p·r}~e-r.~,"e5t~~º--. ~~c.i!-.ido .singulete depende 

ae la Veloé:idad en· que :~cu·,:.-~·~~· _.~ad~'

est:.ado dura 2}:10-Ps. 

une les eventos, este 

La mayoria de los pigmentos·en el cloroolasto no toma parte 

en los procesos Quimicos de la fotos1ntesis la mayoría sirve 

como antena y por ello tienen que trans-ferir la enel"'gia que 

absOl"'bieron a los centros de reacción. Para que esto -funcione 

correctamente se debe tener un mecanismo por el cual se transfiera 

la energ1a ent:.re las clol"'o~1las con gran e-fic1enc1a y velocioad 

para que supere a los otros ~ventes posibles e 8 ). 

Cuando el tiempo de tran2ferencia mayor al tiempo de 

relaJac1ón v1trac1onal intramolecular ClO-a.as. l. ocurre 

trans~erenc1a un1d~recianal. El estado eAc1taco ae la molécula 

donadora relaJa estado vibrac1onal basal antes de 

trans-ferir su energ!a al aceptar". Despu•s de la trans~ere~=ia. la 

molécula aceptara se relaJa v1brac~onalmente y cae la reson~ncta 

con el donada!"'. el proceso inverso ocurre salo el estaco 

excitado del aceptar- es mayor a un esti"dO vibrac1onal mayor. ;.. 

esto se llama la t~oria de rorst:.e~. 

Cuando el tiempo menor al "t.tempo de relaJación vtbracional 

1ntramole=ular ocurre la ~rans~erenc:ia cid1recc1onal. En ella 

cuanto de ene~gia puede ser trans~erido repeticamente entre 

niveles de resona1c1~ v1oracional oel donador y aceptar. En el 

extremo la ener·gia se deslocali:a en varias molécul~5 que 
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interactuan ~uertemente • A este proceso se le llama eKcitón e 10 • 

13 ). 

El camino que sigue esta energía hasta llegar a la clol'"o'f1 la 

del centt"o de reacción se piensa que es una caminata al a:ar. Otra 

hipótesis dice que cada centt"o de reacción esta rodeado por 

agt"egado Tijo de pigmentos. se cree que la realidad es una mezcla 

de ambas ideas. El centro de t"eacción tiende a capta!'" la enet"g!a 

de los LHC porque tiene una energ!a de absorción menor las 

cloroTilas del LHC. 

Cuando 1~ ~nerg!a absorbida por el LHC alcanza a un centro de 

reacción eleva a la clot"o'fila de este centro de reacción un 

estado exc1tado singulete Sa lo que hace 

donador de electrones muy ~uerte, ya que 

esta mol•cula un 

electrón en este 

estado esta unido 11\As debilmente y por ello transTerido 

r~pidamente a un aceptar de electrones vecino. Para que est~ 

transTerencia ocul'"ra en un alto porcentaje debe vencer las otras 

v!as que puede seguir el estado eKcitado singulete, •sto se logra 

porque este estado es relativamente estable por su baja energ!a 

e e >. 

Una vez que ha o~urrido la trans'ferencia de electrones la 

energ!a luminosa ha sido trans-forma.da en una separación de carga, 

dec:ir en ener·gia el•c::trica. Para que esta reacción tenga lugar 

el donador y el aceptar t~enen que estar lo ~s cerca posible y 

tener una cierta or1entac::ión, lo cual es proporcionado por las 

proteínas oe los centros de reacción. La recombinación de la carga 

debe se~ evitada para impedir la perdida de la energia, esto se 

logra por medio de una cadena de aceptares de electrones que 

alejando las cargas entre si y por una cadena de donadores de 
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electrones que reduce a -p• C 1<& l. 

Hay dos sistemas de aceptares de elect.ones. uno que co¡¡t1ene 

quinonas con .fierro y el otro m.á.s r·eductor con centros Fe-S. estos 

dos sistemas aceptares estan organ1:ados en dos f'otosistemas según 

el sistema de transporte de electrones de Hill-Bendall Ct~g 

3,<&.). Este modelo se basa en la siguiente evidencia experimental: 

a.- Se requieren 8 cuantos de lu: para producir una mol6cula de 

oxigeno. b.- la menor e.ficacia la f'otos1ntesis a longitudes de 

onda mayores a 685nm. y el ef'ect.o sinerg!stico de lu~ con 

longitudes de onda menores •• c.- la presencia de dos citocromos 

cuyos potenciales dif'ieren por 0.4v d.- La estimulación del f'luJo 

de electro,..,es cuar.:= hay f'cs-fc1·0 ' 15 • 16 ) • 

En el f'otosistema I I se real iza la transf'erencia de 

electrones de P6BO. la oxidación de agua y la reducción ae la 

plastoqu1nona. 

El donador de electrones del f'otos1stema II es una cloro.fil~ 

especial llamada F'680 llamada asi para reconocer le. longitud de 

onda de ~xima absorción y ubícada en el interior de la membrana. 

Cuando ~sta molécula es excitada por -fotón llega al estado 

excitado singulete P•680 en donde cede un electrón al aceptar 

primario llamado 1. el cual es una -feo-fitina, esto nos deJa un par 

P"'6SO-l-. Far-a evitar la recombinación de la. cargas existen dos 

vias de transf'erencia de electrones conectadas a P680. 

Del lado oxidado se encuentra el donador primario llamado 

el cual se cree que es un resto ae tirosina Ds. el CL•al coneci:.a 

a P680 con la enzima l1oeradora de oxigeno. En~¡ ~otosis~ema Il 

se forma un r-eductor moderado y oxidante muy ~uerte que es p• 

el cual puece e:-:traer electrones de Z el cual a s..t ve: o::ia::. al 
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PS 1 Cyt "eil PS 11 ATP • .,. 

fig. 3.' Repr.sent.ación Diaoram.Uca. d• la Cadena óxido 

reductora de t.ransport.• electrones y organización de los co..,lejos 

de prot.elnas 
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sistema liberador oe o~!geno. El problema es que la oxidación del 

agua libera cuatro orot.ones simul taneamente mientras que p•680 

pueoe aceptar electrones de uno en uno por lo cual se requiere que 

el centro liberador de oxigeno tenga un sitio catalitico que actóe 

como un acum·.Jlador de eQuivalentes oxidantes y de esta manera 

prolongar la oxidación a~l agua. Este sitio cataliticc incluye 

núcleo de manganeso te~ranuclear al cual se unen 2 moléculas de 

agua. Cada uno Ce los equivalentes oxidantes necesarios para la 

~ormación de oxigeno partir de agua son guardados en los 

diTerentes estados de oxidación de n~cleo de manganeso croduciendo 

asi diTerentes estados de oxidación en la enzima liberadora de 

oxigeno los cuales son llamacos S\li= 0,1.2.3,4} con el estado 5.. 

generanco espcn~aneamente oxigeno del agua y regresando al estado 

in1c1al So. Por lo que cada evento ~otoquimico lleva al sitio 

cat.aUt1co de un estado 51. a un estado Si.••• por lo tanto es una 

reacción en:1m.i.tica multipasos en el cual el sustrato agua 

est~ unido en un paso temprano el mecanismo y oxidado 

secuencialmente para dar oxigeno. 

Entre cada reacción luminosa hay reacciones obscuras que 

involucran la reoxidación de z. 
~~-5 .. ~~-Sz~~-53~~-s ..... 2t-ezO--Oz+4H. 

Ou~ante el paso de So a 51. y de Sz a S• se puede detectar la 

.::es ~r=t.:::::ies son ll~e!'""aC-::s slr.iultaneamente con el o"<igeno al pasa•· 

da 5• a So. los estac:os So y 51. 

• 
es tao les la obscuricad 

d&bido a que 102 estados de 0~1dac16n ce! manganeso en esos 

estados ( II. !II ' son establ.as en el c:loroplasto. los estacos 

mayores oecaen es~ontanea~en~e en la obscuridad a 51. oectao a que 



los estac:2o~ de O};idac:ión del manganeso en estos est~acs ' I'J > 

son estables en el c:loroplasto. Se c:ree que en as~e proceso esta 

involucrado el citoc:romo b:t:tP ya que estos es-:ados 

potencialmente peligrosos para la célula,y se han prapues~o varios 

modelos estructurales para la en::ima según los datos anteriores 

embargo no se conoce aún la estructura de esta en;:ima. 

El sitio catalit1co del sistema liberador de o;;igeno 

encuentra el L1dc interno de las proteínas Ot. y Oz. Para su 

act1v1dad se requiere la presencia ce tones cloruro y calcio les 

cuales estab1l1::ar. los distintos estados de o::idac16n de la 

enzima. Todos es~os constituyentes estan rodeados por proteínas 

h1cro~!licas de 3~.23,17 kd las cuales se encargan de proteger al 

sitio activo e r1g.5 # 17 ~ 18 ~ 19 l. 

La secuencia de reacciones globales es 

ZP6ao• --z•PóSO---snz• --Sn+l z 

Del lado reductor, I- traslada su electrón a QA y 6sta Oa 

las cuales son ~1erro-quinonas unidas a la proteína del centro de 

reacción y que solo pueden transportar 1 electrón. El paoel del 

atomo de hierro en estas qu1nonas conocido cues 

participan en la.s reac:c1ones redo:; como el grupo Heme de los 

citocromosw Por óltimo 0• sirve como enlace entre el c:entro de 

rec?.cc:.ón y el pool de plastoquinona ubicado en la parte e:~ter"ior 

::O<? le. ;;,e:,;,tuc..110. id plast.oQutnona al rec1b1r dos electrone~ toma 

dos protones Cel rnedto e:~terno y regresa al 1nter1or de la 

membr3na por medio del compleJo citocromo bcs/T C 15 ). 

El c1tocro.110 bd/.f se encuen'tra en el 1nter1or de la membraria 

del tilaco1oe. Est~ ~armado por 1 citocromo ~ unido a prct:ein.::i 

de ~4+33•:;.d, 2: cit.jc:romo; bes y una proteína con un centro :Fe-25 
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llamada proteína de Rieske. Los citocromos se caractert~an por el 

modo de unión del grupo Hemo la proteína, propiedades 

espectrales y el potencial redo~ del Tierra del grupo Heme. En el 

c1tocromo ~ el grupo Heme está unido covalentemente a la proteína 

mientras que en los citocromos bd el grupo Heme no lo est• y 

participa en el TluJo c.iclico de electrones alrededor del 

complejo e 2 ) • 

Este complejo tiene dos sitios de unión para la ~l~stoquinona 

uno ubicado en el exterior llamado Ge donde se une FG y otro 

llamado Qz ubicado en el interior de la membrana donde se une el 

plastoqu1nol. Este plastoqu1nol cede sus electrones 

simultaneamente al citocromo T y al citocromo bd dejando sus 

protones en el espacio luminal y Os es reempla::ado por ott·o 

plastoquinol. De los dos electrones cedidos uno sirve para reduc'fr 

la plastoqu1nona ubicada en Ge: a traves de los citocromos bo y el 

otro es transTerido via proteína de Rieske a la plastocianina. En 

otro ciclo de reacciones la plastosem1quinona de Oc es reducida a 

pl.oi.stoqu1nol siendo sustituida por otra plastoquinona, esto 

permite la Tormación de un gradiente electrónico a lo largo de 

este compleJo C 20 ). 

La plastocianina es un transportador móvil de 1 electrón que 

une el complejo c1t~cromo bd/~ con el ~otosistema I • La 

plastoc1an1na es una proteína con cobre ubicada en la parte 

interior de la membrana con un potencial redox de 0.37v.C 2 ). 

El s~gu1ente elemento del transporte de electrones es el 

Totosistema l aonae ocurre el segundo evento Totoquimico. Cuando 

el pigmento del centro de reacción P700 absorbe un Tetón pasa al 

estado .axcitado singulete F•71)0. el cu~l cede un electrón a una 



molécula acepe.ora ubicada en el mismo centr"o de r"eacclón. la 

orientación del .centro de reacción ase9ur-a que la secarac1ón de 

carga sea perpendicular a la superT1c:1e de la membran~ produciendo 

con el el ~otosistema II una diTerencia de potencial el6ctric:o 

transmembranal. La primera molécula reducida por p•700 

estructura s1m11ar a la c:loroTlla a llamada Ao. La separación de 

carga p•700-AO. es estab1l1=ada cuando PiO trans~iere su electrón 

al aceptar secundario A:a cuya identidad quimica desc:onoc ida. 

Los siguientes aceptores de electrones son F•.F•.Fx los cuales 

centr·os 4Fe-4S asociados a los pol ip'6ptidos IV. v, VI. del centre 

de reacción. 

Por su potenc::.al redox Fx es u:-i aceptar ant.erlcr ü F.t. y Fa, 

los cuales actuan en paralelo. Escas compuestos son r-eductores muy 

~uertes y pueden ser utili=ados para r-educ1r nucleótidos de 

pir1d1na o producir ATP por un TluJo de electrones c:1c:l1c:o C 15 ). 

Estas prote!nas reducen a la ~erredoxina trav~s de la 

sustancia reductora de la Terredo>:1na. La Terredoxina es una 

proteína hidrosoluble ubicada en el exterior de la membrana que 

acopla la trans~erenc1a de electrones entre el ~otasistema y NAOP• 

para ~ermar NADPH. 

Esta reducción es catali:ada par la ~erredaxin-NADP reductasa 

que esta asociada con la super~ic1e de las regiones no apilada~ de 

los tilaco1des. En este proceso se cambia de un transportador de 

electrón como es le fer-redox1na a uno de 2 electrones como el 

NADPH por lo cual esta en:1ma tiene en 

grupo FAD •• Este gr·upo al aceptar dos electrones tof'la 2 pr·ot.ones 

del medio externo para .formar FAOH.a. Finalmente el NADP• toma los 

electrones y un protón del FADH2 ~armando NADPH. 
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Cuando ha terminado el' transporte de 2 electrones de agua 

NADPH. han ·desaparecido tres ·protoneS del exterior y han aparec1do 

cuatro crot:ones en el interior esto provoca la aparición de un 

gradiente electrcquimico transmembranal de H+ que ser~ utili~ado 

para la síntesis de compuestos ricos en energía c:omo el ATP. De 

esta manera. durante el transporte de electrones se obtiene la 

enargia y el poder reductor necesarios para reducir el COz a 

c:arbohidratcs que se efec:tua en las reac:c:iones obscuras de la 

Totosíntesis < 2 ). 

Folotostoriiación 

Durante el transporte de electrones produce suTiciente 

energia para Tormar ATP; se han desarrollado diTerentes teorias 

pci,..a e:-<pl ical'" se acc~la este transoorte de electrones con 1~ 

TosTol'"ilación del ADP a ATP. La m.ls aceptada es la teoría 

qu1miostnót1ca de Mitc:hell; ella se propone que el Tlujo de 

electr""ones y la TosTorilac:ión astan acoplados indirectamente a 

traV'6s de un potencial electroquímico de iones hidrógeno a tra~s 

de la membrana. Este potencial se produce porque durante el 

transporte de electt"ones se conducen protones hacia el intet""ior de 

los t1laco1des. A consecuencia de ello se crea un potencial 

electroquimico de protones a trav~s de la membrana. Este gradiente 

consta de dos componentes; uno de los cuales es una diTerencia 

la concentración de proto:-ies < ApH > y el otro es una dii=erenc.1a 

de potencial eli6c:tt"1co< A'i' >. La síntesis de ATP lleva a cabo 

por" un TluJo de protones en sentido inverso es decir a ravor del 

gradiente. 

La teoria quimiosmótica en~ati:a la importancia de reacciones 



vector·1ales las cua~es lle\ton a una trans<ferencia ae prot.ones 

través de la membr·ana.Esta h1p6tes¡s tiene 5 postulados: 

1.- Las reacciones ocurren en una membrana impermeable a protones 

la cual separa una reg16n de otra, esta membrana proporciona un 

medio interno controlado. 

2.- En el ~luJo de electrones se alternan acarreadores de pr'"otones 

con moléculas qL·~ solo pueden transportar electrones. Estas 

reac~iones secuenciales ocurren en lados opuestos de la membrana 

con una geometría restr¡ng1da regulada por la concentración de los 

acarreadores de protones y electrones. El empleo de este sistema 

es posible porque los prctones son solubles en agua mientras que 

los electrones no. Al ¡nteractuar una molécula que porta un atomo 

de hidrógeno comoletc con otra molécula que solo transporta 

electrones. se libera el protón a la solución •cuosa. 51 luego al 

acarreador de electrones cede su electrón a un acarreador de 

hidrógenos. éste tc..;ia un protón de la solución. De esta manera en 

los cloroplastos se tom~n protones del medio externo y son 

liberados e., el medio interno. El eTecto neto acopla el flujo de 

electrones a la traslocaci6n de protones hacia dentro. 

::..- El .fL.1.JO de electrones hace que el medio interno sea más á.cido 

y electricamente positivo lo cual crea potencial el~ctrico. 

4.- El gradiente de protones consta de dos componentes un 

comoonente es la di~erenc1a de concentración o actividad qulmica 

ce los protones a ambos lados de la membrana, la carga eléctrica 

llevada por los protones da lugar al segunoo compc;nér,t.: ...... 

energ1 a del gradiente. De!::ndo a la di~er~ncia de conc:entr.:-'=t6n ~e 

pro~on~s y potencial eléctr~co los prctones tiend2n a Tlu1r en 

sen~ido inv~rso. a esto se le llama ~uerzc orotonmo~riz pm~ 



cuya ecuación es: 

pmT< mv )=Aw+RTIF <ApH>. 

Esta es la .fuer::a que promueve la sintes1s de ATP. 

5.- La pm-f -forma ATP a través de una enzima membrana! cuya 

actividad es vectorial. El eTecto neto la traslocación de 

protones por cada ATP escindido. Por lo tanto la hidrólisis de ATP 

aumenta la pm-f y por"' ello un pmf- elevado promueve la reacción 

inversa. 

El Tenomeno de acoplamiento resulta del hecho que la 

traslccación de protones es obligada en el transporte de 

electrones. Una vez que la actividad de protones es muy elevada 

el intet"'ior del tilacoide, estos tienden salir y como la 

membrana es impermeable a ellos, solo pueden salir produciendo ATP. 

El acoplamiento es tal que la sintesis de ATP regula la 

velocid~d del transporte de electrones pues cuando hay sintesis de 

ATP la energi a del pm-f consume por lo cual se debe de aumentar 

la velocidad del -flujo de electrones para mantener el pmT. AdelM.s 

el transporte de electrones se vuelve ~s lento cuando hay pm-f 

elevado pues es di-ficil seguir bombeando protones al interior baJo 

estas condiciones. Cuando el pm-f es disminuido el bombeo de 

protones al interior se vuelve ~s -facil y por lo tanto se acelera 

el transporte de electrones. 

Es importante notar que la membrana de los t1lacoides 

permeable a varios como cloruros.K .. ,Mgª"'.ca•·.por lo cual 

hay un tt"'ansporte de estos iones simultaneo a la trasloc:.:ic:ión de 

protones en ambos sent1dos segun la c.arga del ión: esto ocasiona 

que en los cloroplastos el potencial eléctrico transmembranal 

desapa,.ezca, con lo cu.al el ón1co miembro del gradiente es l.;:i 



dit=ere,1c:ia de pH t,..ansmembranal e 2i. , 26 Ji. 

La s!.~tes¡s de ATP en cloroplastos ca tal i::ada por 

enz1m2 que transloca protones la c:ual consi.ste de dos par-tes: CFs. 

.que es una proteina externa a la membrana y expuesta por lo t~nto 

al estroma dar.Ca esta el pool de ATP y CFo que es un agregado de 

prote! nas hidroTóbicas embebidas en la membrana. CF1 contiene los 

sitios catal!ticos de la H·-ATPasa y CFo une a CFs. -a la membrana y 

sirve como canal de protones. 

CF1 cuede verse en las micro~otogra~ias electrónicas como una 

es~era de 90 A. Se ha calculado que tiene un peso molecular de 

325:6k0 y está ~armada por 5 polipéptidcs llamados o de 59kD. ~ de 

SbkD, y de 37kD. ó de 17.SkD y e de 13kD los cuales estan en una 

estequicmetria de 3-3-1-1-l respectivamente. 

El sitio catal!tico y los sitios de unión de nucleótidos 

reguladores estAn en o y ~ los cuales estan en el exterior de la 

membrana. y esta envuelta en la traslccac:ión de protones además de 

ser el sitio de uni.6n de e • ó necesaria par-a tener rangos 

máximos de -Fos~orilaci6n. & inhibe la actividad enzimática de 

hidrólisi.s de AT? de la en:ima al bloquear el canal de protones y 

participa en la latencia de CF1 en vivo durante la obscuridad y 

la regulación de la act1vidad de la enzima. 

CFo esta ~armado por tres I' 

II.III.las cuales ~arman un oc:támero que s1rve de canal para los 

protones e 22 ) • 

El mec:ani.smo que utili::a. la ATPasa para s1ntet:.1;:ar ATP 

implica cambios ccn~ormac1onales producidos por la trasloca~ion 

protones a tra"Vés ce la enzima. Se sabe que tam;o el ATP C-.)mo el 

AOP estan uni.do~ ~ do~ sitios en C~t C3da uno. Estcs nucl;~ti.dos 



~uertemente unidos oarticipan en reacciones de intercambio. las 

cuales son pasos de la reacción global de sintes1s de ATP. Las 

reacciones de intercambto ATP-ADP ocurren sin aporte de energía 

~ues ambos nucleót1cos estan unidos la proteína. El ATP 

resultante solo podria secararse con la adición de la energ1a 

proporcionada por el ~lu;o de protones la cual ocasiona un cambio 

con~ormacicnal que ltbera al ATP. 

La energ!a derivada de la reacciones redox se trans~orma en 

cambios ccnTormacionales en CFa que cambian la a~inidad de la 

en:ima por los nucleótidos. El ATP se encuentra unido a CFa en un 

complejo nucleótido-CFa. Esta con~ormación es estable y puede ser 

aislada. Con energ1a proveniente del transporte de electrones el 

ATP ~s liberado oor cambio con~ormacional asociado a la 

energ!a, regresando a su conTormación original C 23 ). 

E-ADP+Hv= E-AT?+Hv=E+ ATP E+ADP=E-ATP. 

Hay varias pruebas criticas para la teor!a quimiosmdtica las 

cuales son: 1.- La relación de protones trastocados electr-ones 

tr-ansportados debe ser estequio!T'M6tr-ica con el nómero de sitios de 

conversión de energ!a en la cadena ce transporte de electrones 2.

Los protones c:onsumidos por el gradiente y el ATP sinteti::ado 

deben 't.ener un rango est.equ1omét.r1co de uno o dos prot.ones por ATP 

y 3.- Se debe estable=er un gradiente qu.!micc m1nimo para que 

oc:urra la .fos~ortlación e 2' ). 

una suposición ~undamental de los modelos Ce membrana de 

transducción oe energia es que se trans.fieren dos protones por 

cada lugar de acoplamiento. En l~s cloroplastos se t.r-anslocan 4 

protones por cada par de electrones tr-ansportados. lo que produce 

una relación H•10 de ~. adem~s se requie~en 3 protones cor cad~ 
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ATP sinteti=ado por CF~. por lo cual se tiene Que .f:orman 4 

mol•culas de ATP por cada 3 pares de electrones transpor~ados. 

Se ha calculado que la pm.f producl.da por el gradiente 

electroquJ.mico es de 4.8 ~tlocal/mol de protones.Dado Que por cada 

ATP sintet1;:ado retornan ::S pro~or.es a trav•s de la membrana, se 

dispone de 14.4 kilocalorias para la -fosforilac16n, lo cual 

coincide con la energia libre necesaria para la formación de ATP. 

Además de la -foto-fosforilac16n que se reali;:a 

normal de electrones, puede formarse ATP por med10 de 

el fluJo 

fluJO 

ciclico de electrones alrededor del PSI. Este flujo de electrones 

se caracteri;:a por producir agentes reduc~ores y -funciona 

cuando el pool de NAOP*es peque"º y se requiere ATP e 25 ). 

Reacc1or.s Obscuras de la Folosinles1s 

Durante las reacciones lumi nasas de la Tatos! ntesis la 

energia lum1nosa del sol es utili;:ada para generar compuestos 

ricos en energia el ATP y agentes reductores como el 

NAO?H,los cuales se encargan de reducir al COz durante las 

reacciones obscuras de la fotosíntesis. 

El ciclo de la reducción de pentosa fosfato es la via 

bioquirnica ~s1ca por la cual el COz es conver~ido en tr1osas 

fes.fato durante la fotosintes1s. Esta vía encuentra en la 

mayoria de los organ1smos que efect~an la ~otosintesis. En o~ras 

plantas llamadas C& e:nste una ...-!a ad1c1onal llamada C• en la c:1..1al 

el COz es incorporado primero al ~osfoQr.~lpiruv~to y despues es 

liberado para .fijarse por el ciclo de la reducc16n oe pentos~ 

fcsFato o llamado tamb1en c1clo de Calvin. La ~unción del ciclo C& 
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es utilt::ar ATP cara traer carbono a los cloroplastos para 

producir una concentración de COz elevclda y mantener baja la 

actividad de oxigenasa de la Rubisco, 

Calvin. 

en::ima del ciclo de 

Las en::1mas del ciclo de Calvtn se encuentrar. en el estroma 

del cloroplasto, son solubles en agua, en el ciclo hay solo tres 

pasos en los cuales se consume el ATP y NAOPH. 

El ciclo de Calvin puede dividirse en tres aspectos: 

carboxilación. reducción y regonerac:ión del aceptar de COz; en el 

ciclo de Calvin la rtbulosa 1,5 dii=osrato carboxilasa catali:a la 

di'fosfato la 

rormación de dos mol~culas de rosToglicerato PGA 

reducidas a triosas rosrato a expensas del NAOPH. De estas triosas 

TosTato una se guarda como producto mientras que otras cinco 

utili::an para regenerar el aceptar de CCh. 

Una ve-:: que se han Tormado las triosas Tosrato estas pueden 

seguir d1~erentes v1as metabolicas como la Tormaci6n de almid6n en 

el cloroplasto el cual puede ser el 407. del COz Tijado, la otra 

via metabólica da lugar la Tormación de en el 

citoplasma lo cual implica que las triosas Tosrato son exportadas. 

Ciclo d• Calvin 

El primer paso del ciclo de Calvin la reacción de la 

ribulosa 1,5 dtTosrato ca~boxilasa en la cual Coz y agua 

combinados con ribulosa 1.s diTosrato.En el proceso ésta mol~cula 

rota entre los atemos de carbono 2 y 3 para dar dos mol•culas 

de Tosroglicerato < PGA >. El ox~geno puede competir el coa 

para dar 1 mol•cula de PGA y mol4"cula de 2-Tosro9l icerato. 
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Como el o><igeno compite con el CCh por el sitio cataUtico el 

rango de la reacción es determinado por la concentración de los 

dos gases. 

La ribulosa 1.5-ai.fosfato carboxilasa tiene un peso molecular 

de SSOkD y est~ formada por 8 subunidades de 55kD sinteti:adas en 

los r1bosomas del cloroplasto y que contienen el sitio activo y 

otras 8 subunidades de lSkD las cuales s1nteti:adas en el 

citoplasma; esta enzima l'"'equ1ere dos cofactores para activar a la 

enzima que son Mg2• y CCl2. La forma inactiva de la enzima 

primero con COz en forma lenta y este compleJo se une al ión 

magnesio para formar el compleJo activo. 

E + coz = E-caz + Mrl•=EC-COz-Mg2 
.. CompleJo activo 

La carboxilac16n ocurre cuando otra molécula de COa reacciona 

con la enzima. La mo14'cula de coz que forma el compleJo activo no 

participa en la reacción quimica~ 

La concentración de coz en el estroma es controlada en las 

plantas por la enzima anhidrasa carbónica. de tal 

COz utilizado en la reacción es sustituido por 

bical"'bonato. 

que el 

mol4'cula de 

Si se quita el COz y el Mg2• se forma el compleJo inactivo. 

por lo cual la actividad de la enzima es dependiente de estos dos 

~actores. El Mg2• es proporcionado porque durante el transporte de 

electrones se bombean estos iones hac:ia el estroma del cloroplasto 

a con~racorr1ente de la bomoa de protones. 

En la segunoa reacc:1ón del ciclo de Calv1n se ~os~orilan los 

C PGA hacia difosfogliceratos OPGA esta reacción 

catalizada por la 3-~os~oglicerato cinasa. En este paso se consume 

1 ATP. 
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La reducción de DPGA a gl1ceraldeh1do f'cs-Fat.o catali::ada 

por NAOF-Desh1drogenasa que solo e~1ste en los cloroplastos y 

que tiene un PM de 600kO. La -Formac16n de gl1ceraldeh1do 3-f'osf'at.o 

es el ón1co paso reductor del c11::lo y es uno de los sitio donde se 

libera f'os-Fato. En esta reacción se utiliza el agente reductor 

NADPH el cual regula junto al ATP la actividad de esta en:1ma. 

A continuación viene una reaeión catali:::ada por una triosa 

f'osf'ato isomerasa de PM de S3k0. Las triosas -Formadas son unidas 

por una aldolasa de PM de lSOkD pi'ra dar f'ructcsa 

1.6-dif'osf'ato.Esta reacción es regulada por la proporción de l•s 

triosas f'osf'ato. 

La hidrólisis de la Tructosa 1,6-diTosTato para dar Tructosa 

6-f'osf'ato es el segundo paso liberador de Tosf'ato y es catali:ada 

por una Tructosa 6-f'osTato Tosf'atasa propia de los cloroplastos de 

PM de 160k0. Esta en:ima se activa por la luz y se inactiva en 

la obscuridad a tra~s de la Tormación de agentes reductores que 

reducen los grupos sulf'hidrilo de la en:::1ma volviendola act1v•. 

En la siguiente reacción una transcetolasa de 140k0 

transf'iere un segmento de 2 atemos de carbono de la Tructosa 

6-~osf'ato al aceptor gliceraldehido dando er1trosa 4-Tosf'ato con 4 

atemos de carbono y x1lulosa S-.fosf'ato con 5 atemos de carbono. 

Esta en:ima requiere tiamina, piroTosTato y magnesio para realizar 

su ac~1v1oad.A con~1nuac1ón vuelve a actuar la aldolasa para dar 

sedoheptulcsa !.7-di~osFatc. la cual se oesprence de un Tos~ato 

por la acción de una Tosf'atasa cuya actividad es regulada por la 

luz y agentes reduc~ores.Entorces vuelve a actuar la transcetolasa 

trans~1r1endo un segmento de 2 atemos de carbono de la 

sedoheptulosa 7-~o~~ato al gl1ceraldehido 3-~osTato para dar 
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pentosas ~os~ato que despues son Tosfor1lados para dar el aceptar 

de COz, esta reacción ca tal i:::ada por la lu:::. agentes 

reductores, ATP, AOP.AHP,ETC.C 2C5 ). 

R8gulación dei cicio de Cal.Y.in 

La regulación del ciclo de Calvin basa en que en las 

reacciones luminosas d~ la Fotos!ntesis se producen metabol1tos 

que alteran el ambiente de las en:imas del ciclo de Calvin. 

La concentración de ATP y NAOPH ejerce un control debido a 

que el ciclo de Calvtn na puede -Funcionar sin estos metabol1tos 

ademas el tr.ansporte de ele:::trones orovoc~ un .:!.'..!~ent.:: :al ¡;:H en al 

estroma a 8-8.S donde trabaJan meJor las del ciclo de 

Calvin, ademas el gradiente de pH provoca que en el estroma haya 

concentraciones adecuadas de iones magnesio necesarios para varias 

en:1mas aunque este erecto no es tan marcado !n vivo. 

Ha llamado la atención el hecho de que el ciclo es 

autocatalitico, lo cual se mani~iesta corno una incuccidn; esto 

produce porque la lu: provoca la activación de ciertos 

catalizadores y la s1ntesis de ciertos intermediarios. 

Hay ciertas enzimas del ciclo de Calvin que son activadas por 

la lu: lo cual se produce porque las reacciones luminosas de la 

~otosintes1s producen agentes reductores. Hay dos sitio~ !a 

cadena de transporte involucrados en este proceso.Uno en el lado 

reductor de PSI pero antes de la Terredoxina y la ferredoxina 

misma. 

Se han desarrollado dos hipótesis para exol icar esta 

activación. En la pt"'imera !os agcznt.es reductor'es de la cadena de 

transporte de electrones reducen compuesto llamado 
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thioredo::1na por medio de thioredox1na reductasa; esta 

thioredoxina reduce entonces puentes disulfuro de las proteinas 

provocando un cambio ccnformac:ional que las activa. La 

thioredoxina oxidada es r·educida por la .ferredoxina quedando lista 

par·a actuar de nuevo, en la obscuridad un agente oxidante oxida 

los grupos sulfhidrilo y la enzima se desactiva. En la otra teoria 

el transporte de electrones reduce los grupos sulfhidrilo de 

componente 6nico ~n la membrana llamado mediador del e~ecto de lu: 

( LEM >. cuando esto oc:ur·re, se une a 1'1 enzima y el LEM 

catal1:a una reacción de intercambio entre un grupo sul~hidrilo y 

un enlace disulfuro de la en::ima~ lo que provoca su activación. La 

via de desactivación ocurre en la obscuridad por medio de la 

reacción reversible C 27 ,, 28 ). 
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LACTONAS SESQUXTERPENICAS 

Los compuestos ensayados 1val1na y zalu:an1na C Eig. 

6l,Torman parte de la Familia de las lactonas sesqu1terp,n1cas. 

tipo espec1al de terpeno1des: espera de datos exoer1mentales 

generalmente se acepta Que estos compuestos ael ~1po c1clodeca 

1.S-d1eno derivan del trans.trans Farnesil piro~osf'ato. este 

compuesto se blosintetisa a trav•s de condensaciones cabe:a-cola de 

unidades de isopreno, s1gu1endo los siguientes pasos: 

acetato-mevalonato-1sopreno<1sopentilpiroTcs~atoJ-geran1l 

airof'os.rato-trar.s.trar.s Farr:esil circ-Fos'fato C 29 ). 

Este compuesto suf're un proceso de c1cl1:ac1ón para dar 

anillo de 10 miembros el cual -Forma el esqueleto centr·al de las 

lactcnas sesqu1ter~•nicas y se llama germancradiona Ctlg. 7l; para 

sinteti:ar la lactona se llevan a cabo diversos procesos oxidat1vos 

que involucran htdrox1lac1cnes en Ccs-C. y .formación Ce ep6x1dos en 

Cu: o c ... que luego se trans.formar•n en un grupo carboxilo, el cual 

da lugar a la .formación del anillo lact6n1co que puede C1S O 

trans al esqueleto carboc!cl1co. En la nomenclatura de las lactonas 

sesquiterp•niccs el anillo lactónico se menciona con su.fijo 

.. olida". lo cual se basa en la custonalida que est.6. relac1onada 

con el sesqu1terpeno carboc1cltco de t1) miembros germaicrona 

producto de la cicli:ación del trans.trans ~arnesil piroTosTato. 

Una ve:: que se ha .form~...:o el .:=.n1llo lactónico tenemos e~ primer 

tipo de lac't.onas sesqui t.erpénicas: las germacr~nol 1das a par't. ir ce 

las cuales pueden der1·.,.ar los o't.ros tipos de lactonas 

sesqu1terp•n1cas mediante alteraciones en el esoueleto terp•n1co 

que incluye c1cl1:aciones transanulares las cuales se deoen la 
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~ormac16n de eoóx1aos en lo~ doble~ enlaces v una poster1or 

c1cli:ación en med10 ~cido. Una ve: .;:armada. cada tipo de lactona 

puede su,:rir diversi's 1nodiFicaciones en esqueleto como 

-Formación de epóxidcs. inc:or"poración de grupos hidoxi lo, 

generalmente ester i.<ficados. etc.e 30 >. 

Las lact.onas sesqu1terpénicas se clasi.<fican 

germacrona!idas.eremofilan1das.eudesmanolidas que son ~nillo 6/6 y 

son llamados perh1dror.aFtalenos.~antonalidas. guaianolidas que son 

anillos 5/7 y s~n llamados perhidroazulenos.Las pseudogua1anol1das 

se diFerencian de estas óltimas por un cambio del metil del C. A 

Cs. 

Las lacto~as se han aislado de varias plantas principalmente 

de miembros de la Familia Com.positc.o v 

sabor amargo de éstas. especie produce un solo tipo de 

esqueleto con diversas alteraciones ox1dativas. Sin embargo 

géneros que se enc:•Jentran d1str1bu1dos ampliament:.e, algunas de sus 

especies pueden bicsinteti:zar varios tipos de esqueletosC31 •'° >. 

La locali:zac1ón y concentración de lactonas sesqutterpénicas 

varia en cada caso y a lo largo del desarrollo de la planta, aunque 

se encuentran generalmente en las hojas: el porc1ento en peso seco 

varia de 0.01 a o.a;~. 

La composición de estas lactonas sesqu1terp•n1cas puede variar 

de una población a otra debido a causas ge""6t1cas o en plantas de 

la misma población dependiendo del periodo de desarrollo de l~ 

plonta e 32: ). 

Act.J.vidad biológica d• las Lact.onas sesqui.t.erp6nicas 
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Actividad c1tocóx1ca.- Se ha encontraao oue todos los 

sesqu1terpenos con actividad c1totó~ica conocida concienen una 

runc16n lactón1ca. todas excepto una son a (1-1nsaturadas v oue este 

gt·upo a (1-et1leno es exocicl1co, C 33 >.La presencia de un d::ible 

enlace exoc!cl1co conJugado a la y-lactona es esencial para la 

c1~otox1c1dad debido que los compuestos con dobles enlaces 

endoc!cl1cos dan aductos inestables con la c1ste1na C 3¿ ); 

posteriormente. se descubrió que el grupo verdaderamente activo es 

O=CCH=CHz, el cual puede estar ~armando parte de una lactona o una 

cetona C 35 ) • Esto nos 11 eva la importancia del grupo 

a-metileno-y-lactona para la actividad citotóxica de las lactonas 

sesou1terp•nicas y nos sugiere el modo de ~ccton ~- es~c~ 

compuestos que consiste en reaccionar con grupos nucleo~il1cos de 

compuestos biolog1camente importantes como lo pueden ser grupos 

sul-fhidrilo,amino o h1dro_xilo e 3e: ) ; ha demostrado que las 

lactonas sesqu1terp~nicas ~crman productos estables el grupo 

sulFhidrilo de la ciste1na y de algunas en~1mas como la 

~os~orructoc1nasa, una varios gruoos sul~h~drilcs C 37) 

y glucógeno s1ntctasa e 39 )~ provocando ambos casos una 

disminución en la actividad lo cual se cree se debe a cambios 

conrormacionales de las enzimas que provocan una alteración de su 

centro activo. Sin embargo los intentos de encantar una correlación 

directa entre el rango de ad1c1ón a c1ste1na v la c1totox1c1dad 

encontrada han ~rae.asaco C 3¿ ). 

AdemAs e:asten otros grupos -funcionales de las lactonas 

sesqu1terp•r.icas que c.ontr-1buyen a aumentar la c1toto:··1c1dad 

lo son ésteres a (1-insaturados por as1scenc ia anQu1trM6r1ca, 

a-metileno-6-l~c~on~ y p~in~ipalmente un~ n-c1clcoentenona. sin 
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embargo estos grupos no proporcionan actividad citot6xtca por si 

solos; .ractor Que si tiene una relación directa la 

c1totox1cidad es la 11pof1l1c1dad de la mol•cula; e~1sten otros 

-factores que tamb14'n 1nterv1enen como impedimentos estéricos y 

elec~rónicos pero e-fecto ha sido lo suf1c:1entemente 

estudiado e 3' ) • 

s~ sabe que estos compuestos ac:tuan con mayor e-fectividad 

sobre c•lulas tumorales. esto se debe a que una vez que se ha 

.formado el aduc:to entre el grupo sulThidrilo y l• lac:tona 

sesquiterpénica por la reacción de Mtchael. los t1oésteres -Formados 

son met1lados menos e~tcientemente por los tejidos neopl•s1cos 

comparado con los normales1 a esto se le llama la reacción de 

retro-M1chael y la principal v1a de eliminación de estas 

sustancias en los teJtdos,por lo cual los tejidos neopl~sicos al no 

poder eliminar estas sustancias se vuelven m.6.s sensibles a ellas C 

3Q ). 

Antibióticos.- Los aceites de madera de varios •rboles contienen 

lactonas sesQutterp•nicas qu~ inhiben la penetración en la piel de 

c:erc.:.r1as del tt"ematodo SchLstosolfta ma:nson((.. Se ha sugerido que la 

actividad squ1stosom1cida de estas sustancias a e be 

inhibición de los grupos sul-fhidrilo de las en~imas que permiten. 

la c:ercaria penetrar en la piel e '° . ,. ). 

la 

Se han encontrado dos grupos ~unc:ionales que determinan la 

actividad antibacteric1da de les lactonas sesquiterp•nicas; estos 

son el grupo mettleno e::ociclico y un anillo de ctclopentenona 

n-1nsaturado e '' ' 42 ). 

Las bacterias gram f ~ > sen m.i.s sensibles las tactonas 
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sesquitero~nicas, este e.fecto se debe principalmente al anillo de 

ciclcpentenona el cual no tienen e-Fecto sobre las bacterias gram 

<->; el grupo a-metileno-,..- lactona incrementa la acción de la 

ciclopentencna y ¡:iuede tener efectc por si solo C "2, '3 ). 

De entre todos les ttocs de lactonas sesQuiterpén1cas cue se 

han ensayado el que rr..is .fr-ecuentemente tiene actividad 

antibacter1c::ida las eudesmanolidas y el tipo de lactona con 

menor- actividad son las p~eudcguaianolidas. 

El que nal la reac iones entre los grupos -funciona le~ de 

ciclopentenona y metilenos exoc:.1cl1cos conJugados al anillo 

!actónico con los grupos tioles de la cisteina de proteínas sugiere 

que la actividad bactericida de l•s lactonas sesquiterp•nicas 

pueda ser debida a reacciones de este tipo. Sin embargo el hecho de 

que ciertas lactonas sin los gr-upes anteriores sean activas 

demuestran Que existen otros -factores que juegan un rol importante 

en la actividad bacteric:.i.Ca de estos compuestos C 43 >. 

Alergenos.- Se ha encontrado que las lactonas sesc;uiterp•n1cas 

constituyen los princ1~1os activos de diversas plantas causantes de 

dermatitis de contacto atópica. este tipo de dermat1~is solo la 

su-fren aQuellas personas que han adquirido sensibilidad 

inmunológica especial contra estas sustancias tras un contacto 

previo con estas. Esta sens1b1l1dad esta mediada por 11n~oc1tos T 

Las lactonas sesqu1ter~n1cas debido a su baJo p~so ~olecular 

normalmente no serian ant l.~n1cas. embargo es~os compuestos 

pueden atra~c;;al"" la piel y pueden ccnJugr?~se mediante enlaces 

covalentes o no covalentes con protei nas y volverse de esta 
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ant1génicos e haptenos J. Este mecanismo de acc16n condiciona l•s 

caracter1stic:as estructurales que debe tener la lacten• 

sesqu1terp•n1ca para ser ant19•nica. 

Una ve: que se ha -formado este compleJc hapteno-prote!na. •ste 

puede activar el ~ecanismo inmunológico y de esta manera quedar los 

11n-focitos T sens1b1li:ados~ los cuales segundo encuentro 

reconocerAn de una espec1-fica el mismo compleJo 

hapteno-prote!na y al hacerlo liberaran lin-focinas y otros 

mediadores que provocar•n los s!ntom•s de l• dermatitis de cont•cto 

•tópica o por alergi• e " • '5 /1' '8 ). 

Se conocen alrededor de 90 lactonas sesquiterp•nicas 

actividad alergén1ca con •l menos ·tres tipos de esqueletos 

carb:c!:licos: eudesmanolidas. germacr-nolid~~ y pseudo9u~ia~olid~~ 

las cuales se encuentran en varias plantas. 

Todas tas lactonas sesquiterp~n1cas alerg•nicas contienen un 

grupo f-uncional a-meti leno-r-lactona el cual par-ece ser 

requ1sito inmunológico necesario para provocar la dermatitis de 

contacto atóp1ca. lo cual se debe a que este grupo le permite a la 

lactona sesquiterp•n1ca ~ermar el conju;acc hapteno-proteína 

necesario para producir la respuesta inmunol6g1c:a C t&7 >, ta otra 

parte oe la mcl•cula parece regular el reconoc1m1ento por parte del 

sistema inmunológico. Otro ~actor im~ortante es la lipofilicidad ya 

que esta va a determinar la penetración de la sustancia en la piel. 

Se ha encontrado que compuestos biosinteticamente mAs s1males 

la custonalida son sensib1li~adores mis potentes. 

Otro ;rupo que contribuye la alergenicidad la 

~-cic:lopentenona el cual al igual que el a-metileno-y-lac:tona puede 

actuar como agente alqu1lante y unirse grupos sul~h1dr1lo sin 
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embargo la reacción en es~e caso es ~s lenta 45 l,aunque no 

exist.e un estudio que demuestre una correlación entre la act1v1dad 

alergénica y react1vidad ~rente a la p-c1clopentanona. 

Un individuo puede presentar react1v1dad c:ru:::ada con varias 

lactonas sesqu1terpénicas una ve:: que ha sido sensib1l1:::ado para 

una de ellas~ esta reactlv1dad cruzada puede darse incluso entre 

lac:tonas sesQu1terpén1cas cor. d1-Ferent.es esqueletos c:arbociclicos. 

Los patrones ce react1v1cad cru:::ada var1an segOn el individuo pero 

general se observa que personas altamente sens1bi.liz:adas 

muestran un rango mas amplio de reac:tiv1dad que las personas 

deb1lmente sensibi.l1:::adas. 

Oe-Fensa contra insectos.- Uno de los postulados de la moderna 

teor1a ce coevoluc1on pianta-1nsec~os es que la mayoria de las 

~lantas t12nen que de-Fenderse de los insectos con metabo 1 i smo 

secundario. Varias lactonas se:¡qu1terp6n1c:as de plantas del g4'nero 

Composito.t!I han sido implicadas como preventores de la alimentación 

de insectos de plantas. ademá..s se sabe que estas sustancias 

imparten sabor amargc las plantas lo cual las hace 

desagraaabl~~ o alguno~ insectos: estas sustancias encuentran 

generalmente en aquellas ~artes ae la planea que- estan creci.endo 

activamente como son la par·te superior de las hojas. ra1ces, etc. 

Un .;:actor que ayuda a este proceso es un latex pegajoso.Otro e.;:ecto 

observado es q._.e estas lactonas sesquiterpi6n1cas pueden dism1nu1r 

Envenenamiento de verteoradcs,- El envenenami.ento pc1· olantas de liJ 

.f"'-m1lta Compositae es::,;. b1er• doc1_iment;;.do en la liter·.atLwa. Uno de 
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t:.stas iactonas s<".?squi terpén1cas la h,:menov ina aTo::>cta a las o\ieJas 

producienao pen:a·das millonarias en Texasc '° ) . Un envenenamiento 

similar se observa en Suda~rica con las plantas Gei~era sp. entre 

las numerosas lactonas sesquiterpánicas encontradas en est.e género 

est.a la ivalina la cual result:a tambien tóxica para los cuyos C 50 

). 

Otro e-recto di-Terente a su to){ic1d¿i,d es la de 1mpart1r un 

sabor amargo a la leche de las vacas que han consumido estas 

plantas le que provoca que la leche sea intomable C '° ). 

Reguladores del crecimiento de plantas.- Hay dos tipos de 

compuestos que regul.:i.n el c:recim1ento de las plantas: hormonas 

vegetales y otros c:cmcuestos cuva ace1ón no P."=' t""" -e~p~'::!-F1ca 'l ::;t.:c 

en algunos casos se Torman a través del metabol~smo secundario de 

ciertas plantas: a estas ~!timas se deben las prop 1 edades 

~itctóxicas de ciertos exudados de.plantas. las cuales contienen 

un,;o. me;;:cla com;:::ileJa de terpenos, f=enoles. etc.y que t1enen un 

e~ecto negativo sobre el metaoolismo celular especial mente 

respiración v m1tos1s C 51 ). 

Se sabe que los monoterpenoides sen los pr1nc1pales 

componentes de los aceites esenciales de var1as plantas y mucnos de 

estos terpeno1des 1ncluvendo .:i las lactonas sesquiterpén1cas nan 

sido identi~icado como inhib1dores del desarrollo de muchas 

plantas e 31 • 52 ). 

La inh1bic1ón prooucida por las Iactonas ses~uiterpén1cas se 

caracter1;;:a porque la planta a~ectada puede responder. una ve: 

lavada. a las auxinas como el indol-3-acetico por lo cual se piensa 

que estas sustancias pueden a~ectar la elongación ce la membrana C 



53 • 54 ). 

Se ha encontrado q•..1e la acción reguladora de estas sustancias 

completamente inhibida cuando se agrega al medio cisteina o 

cuando se reduce el grupo metileno eKoc!cltco por lo cual se cree 

que el grupo O=CCCHz es tambt~n importante para esta actividad. 

Este grupo junto con el anillo de ctclopentenona pueden ser vistos 

como agentes a1ou1lantes que actóan sobre nucle6.filos biológico~ 

inhibienoo de esta manera la actividad metabólica. se ha demostrado 

Que estos compuestos no alou1lan el ONA y por lo tanto no actuan de 

esta manerci C 55 >. 

En Méoxico se ha estudiado el e.fecto de las lacto,,a:;. 

sesquttercénicas en diversas plantas del estado de Veracru: el 

Tin de determinar la importancia de estos compuestos los 

patrones oe veget;ación de la zond C 56 ). 

0-c.ros e.fectos. - Ciertas lactonas sesquiterp•nicas 

aberraciones cromosomales en células de ovario de hamster < CHO > y 

por lo tanto se cree que el ml:cleo es el blanco de estos compuestos 

• Al igual que en los casos anteriores, se vio que todos los 

compuestos tó~1cos tenian grupo O=CCCHz y por enoe pueden unirse 

a grupos nucleo+il1cos de las proteínas responsables de la mi.tasts 

por una reacci.ón de M1cnael; se encontró que hay otros grupos que 

aumentan l~ to~icidad como la ~-ciclopentanona el cual tiene 

mecanismo de acción similar C 57 >. 

se encuertra la ivalina l nhi bi doras de la respiración 

mitocondrial y del consumo d~ +cs~ato; el sitio de inhibición 

encuentra en !os compleJos I y II de la cadena de transporte de 
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electrones y 

Ciertas 

el complejo colina desh1drogenasa 

lactonas sesquiterpénicas tienen acción 

oio-ant1mutagénica; este efecto parece deberse a la reactividad del 

grupo ~-met1leno-r-lactona el cual tiene el mecanismo de acción ya 

descrito e 59 ). 

Los efectos anteriores nos demuestran la importancia de las 

lactonas sesqu1terpénicas como aleloquimicos. 

El ~erm1no alelopatia fue acunado por Molisch para referirse a 

interacciones bioau!micas entre todos los tipos de plantas 

incluyendo ~ los microorganismos, esta definición fue cambiada por 

Rice, para el cual alelop"'t! a cualquier efecto directo 

indirecto de una planta o microorganismo en otro a través de la 

producción de compuestos que escapan al medio C 60 >; este óltimo 

punto es muy importante ya que permite separar a la alelopatia de 

la competencia. ambos términos quedan englobados en el término 

int=luencia. 

La manera en que estos compuestos abandonan la planta son: 

volatili:ac16n. exudado de las raices. extracción de qu!micos 

hidrosolubles de las partes superiore5 de las plantas y por 

~escompos1c1én de las mismas plantas~ 

Los .::empuestas aleloqUlmi.cos existen en una gran variedad de 

estructuras qu1micas. siendo la mayoría productos del metabolismo 

secundario de las plantas principalmente de la via del Shikimato; 

los pr1nc1~ales grupos son; a.- compcestos alit=áticos, b.- lactonas 

tnsa'C.uraoas. ac1oos graso= y U pido~. 

c1anogén1ccs. e.- terpenoides. f.- compuestos aromat1cos. 

En base a su e~ecto y el organismo que lo produce los 

compuestos a.lel0Qui.m1cos se clasit=ican en: 
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F1toto~icida.- inhib1dor produciao por plantas superiores 

e'fect.fvo CC!nt.ra otras plantas 

Ma~asmina.-.compuest.o·produe1do:por 

contra' las plantas 

Col ina.-es inhibidor quimico producido por 

superior e~ec:tivo contra los microorganismos. 

Antibiot1cos.- es inh1b1dor proauc:ido 

microorganismo y que act.ua sobre microorganismos. 

e.fectivo 

.e lanta 

oor 

Existen ~actores que a~ectan la e.fectividad de los 

aleloqu!micos, entre ellos est~ el tipo de suelo el cual determina 

la cantidad de compuesto retenido en •1 y la desc:omposic1ón del 

compuesto lo cual puede estar med1ado por microorgan1smcs o por 

procesos quimic:os. 

Es importante conocer que la mayor1a de los e.,.:.ec:"t.os 

alelop~t1cos son el resultado de la acción combinada de varios 

compuestos lo cual provoca un e~ecto a una concentración menor de 

la enccntraoa cuand~ se ensaya cada uno de los compuestos por 

separado. 

Los compuestos aleloquim1cos pueden actuar a nivel molecular 

de di~erente ~aneras dependiendo esto de estructura • qu1m1ca y 

otros ~actores; los mecanismos de acción m.i.s comunes 

inhib1c16n de la d1vis16n celular y su elongación. inhib1c16n de la 

acción pr-oducida por c1ert.as her-monas. unión a gr·upos sul-fhiar-110 

de c1er-~as enzimas. ir.n1b1ción del consumo de minerales. alteración 

oe la permeeto111oao de io membr·ane 1 inhib1cióc. d= :..s s1.-.tas::.;; ¡j¡; 

prcte!n.as. C.; la. :::~ ~emoglct:nna. e :.nhib1c:i6n de la res,:nra·=ión 

la -fotos!ntes1s.e~c. e 60 - 61 ). 

Los comou~stos ~leloqu.im1cos son ~uy impor~antes e~ la 
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agricultura para la planeación de los cultivos, la 

~itopatologia. y principalmente en la ecologia pues contribuyen 

determinar los patrones de vegetación de ciertos lugares. Ade~s de 

avudar a explicar varios TenoMenos que se observan en la 

naturale=a. 

Aislamiento 

En este trabaJo se escogieron aes lactonas sesquiterp•nicas la 

ivalina y la :alu:anina C para ver su e.;::ecto en la reacción de Hill 

y en la Toto'fosTori lación. 

La ivalina Tue identi.;::icada por primera ve: a partir de les 

e~tractos cloro~rrnicos d~ ~lcres y noJ~: ce 1~; ~ic~ocephata e Zt>Q. 

imbrieata e 1!52 ) • dos plantas que pertenecen a la -familia 

Compositae: estas plant~s se encuentran todo el ano la costa 

suroeste de los Estados Uniaos de Norteamerica, la ivalina ha sido 

identi~1cada en otras plantas de la -Familia CofftPOsita. como en las 

hOJaS de P. l.au(6at.a e 83 ) • e>.:tractos etanól lCOS de Zalusa:nia 

tri loba. C 66 ) y en Serrar.ut ic. Lat. ifol ia( l55 ) • 

La :alu::an1na C "fue aislada por· primera ve:: de Zaluaan!a 

t.ril.oba y Zaluzani.a ªU6US'ª C 6.4. > las cuales hierbas de 

la -familia Composita. ;::¡ue se caracteri::an por su sabor amargo y que 

se encuentran ampliamente distribuidas en el altiplano meKicano. 

La estruc-:.ura ce ambo; comouesto'5 .fu"" dtluclc!~o::!~ •.!+.:ili=a:-t:!:::: 

espec~ros de resonancia magne~1ca nuclear. in.fraroJo. 

ultrav1oleta,etc. Aoe~s de reacciones qu!m1cas para producir 

camtnos en l.:- estruc~w.ra ce la molécula e inFerir de esta manera 

grupos ~unc1onales por cambios en los espec~ros originales. 



Obje~~vos d• Trabajo 

ObJettvo general: Encontrar el efecto ª" das lac:t.onas 

sesquiterpént-:::a.s; ivalina y ::alu::ani.na C sobre la cadena de 

transporte de elec~rones en cloroplastos. 

ObJetivos particulares: 

a). - Apl tcar técnicas oola,·ogr.i:ftcas y potenciomátr icas para medir 

el transpor~e de electrones 

b>.- Utilt=ar dtver~os ~tpos de 1nh1h~dcres. donadores y aceptc~es 

de electrones para medir los eTectos de las lactonas 

sesquiterp~n1c:~s en las reacciones parciales del t.ranspcrte de 

electrones. 
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NA TERI .A.LES Y JCETOOOS. 

Aislaai1ttilo de cloroplast.os 

Para este ~rabajo ut1l1:::aron c:loroplastos sin doble 

membrana e:<terior e clase 11 ) • !os c:uales -fueron aislados 

partir de hoJas de esc1nac:a C Sp(nac8'<1 ot•rac.a >. Estas hojas 

deben tener baJo c:ontenido de almidón y oxalato de calc:10 

rec:onocidos por un an1llo blanc:o el botón de c:loroplastos 

despues de la c:entri~ugac:16n >. Para ello se pueden seguir dos 

opc:iones: en la primera de ellas las plantas se hac:en crecer 

idealmente en d1as c:ortos en lu: brillante: en la otra las hoJas 

obtenidas de plantas adQuiridas en el mercado lavadas, se 

quitan las hoJas maltrechas y se guardan en el re-fr1gerador en una 

bolsa de plastico con al90 de agua durante toda la noche C ee l. 

Para iniciar el ensayo se cortan las hoJas seleccionandolas de 

acuerdo a su tamafto. color. etc. Se les quita la central y la 

parte superior e 1nFerior de la hoJa: debido que las plantas 

pueden adaptarse C1stintas condiciones de lu: alterando la 

composición de las membranas de su~ tilacoides a lo largo de la 

hoJaC e>: de esta manera se ott1ene una población de cloroplastos 

~s ncmoger.ea y representativa. Despues se cortan 

aproximadamente lcm2
• 

tro;:os de 

El ~todo utili:ad::J para la obtención de los tilacoides la 

dest.rucc16n meca.n1ca. el eual un método r•p1do. económico y se 

obtiene un alt.o porcentaJe de cloroplastos estables. 

Se colocan los trozos de la hojas de espinaca en vaso de 

licuadora previamente enfriado y se le aoregan 200ml. ce medio de 

aislamiento ~r!o el cual cont.1ene 400mM de Sacarosa. SOmM de MgClz. 
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lt.)t:r .. "'t de KCl y 3QmM ce tr1cina a.Ju;c.ado a CM e 

coter.c1cmec.ro Ur1on Research Model 701Al 0191tal. Entonces se 

l 1cúun ias ~•OJas ::ior 5 segundos a velocidad máxima v T-1 ltra 

trav~~ de seis cacas de gasa o muselina para el1m1nar deshechos 

celulares gruesos. El T-1ltrado es centriT-ugado SOOOrpm por 3 

segundos a 4°C en una centrl-Fuga reT-rigerada Sorvall RC-58 Ou-

pont Instruments ) con un rotor Sorvall tipo SS-34: de esta 

manera ootenemos cloroplast.os intactos; el paQuete de cloro;::>lastos 

se resuspende cru·~ ld ayuda de pincel. Estos cloroplastos 

guardan en un tucc de v1dr10 previamente enT-r1ado y cubierto con 

pape!. alum1n10 para ev1tar la -fotcox1dac16n de los cloro·olastos. 

en3ayo al colocarlos un medio hipot~nico Que provoca la 

ruptura de la doble membrana. De esta maner-a cbtienen 

e lorop lastos almió6n y oxalato de calcio y con 

actividad elevada y reproducible 

electrones. 

cuan~o al transporte de 

Delerlllin.ac16n de clorofila 

La determinación de cloroT-ila consiste en extraer la cloroT-ila 

con un disolvente orgánico adecuado para medir su aosorc16n v 

utilizar los coe-Ficientes de absorción para los componentes de los 

pigmentos para calcular la concentrac16n de cloro~¡la. 

Un disolvente orgAn1co no disuelve unicamente las cloro~1las 

sino tam~1en los pigmentos accesorios los carotenos; 

embargo esto no es proolema en las plantas super-1or·es, pues los 

carotenos absoroen en la región a:ul pero no la rOJa. por lo 

cual la m~d1=1~n se realiza en la región ro~3 e longituoes de 

onda de 645 y bo3 nm.C 67 ) 
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El método consiste en ~clocar 5ml de acEton~ ~l 80% en agu~ En 

tres t.ubos. L.uego se agregan a dos de ellos 50µ1 de la muestra Que 

Queremos medir v se deJa el ~ltimo tubo como con"t:rol. Se cu~ren 

inmed1atamen't.e los tubos con papel aluminio para evitar la 

foto-0~1drci6n y se deJan incubar los tubos 5 minutos en hielo. Al 

terminar este per:.odo se centri.fugan los tubos con la muestra a 

.3000r-pm. en una centri <fuga el inica para sedimentar las protei nas 

que h~n precipitado debido al tr-atamiento con acetona. Luego se lee 

la aosorción ce los problemos a unas longitudes de onda de 645 y 

663 nm en un espectro.fotómetro Beckman OU-65. Para calcular la 

concentración de clorofila se utili:a la siguiente ecuación. 

CH101'(µ!r"l-u=20. 2.9~s +8.0:SAd.9 C 88 ). 

Esta es la contidad de cloro~ila en el tubo; para calcular la 

cantidad que tenemos que agregar para los ensayos se tienen que 

hacer las siguientes operaciones. 

CHlo~5ml de acetona= CHle<,u91 

Es't.o corresoonde a la cantidad de cloro.fila Que hay los 

50µ1. de muestra Que se agregaron para hacer el ensayo, 

En los ensayos para medir el transporte de electrones se usa 

comunmente una concentración de clorofila en el medio de :::o,.,gml1
, 

En los ensayos realizacos se utili=ó siempre volumen de 3 ml por 

lo cual en cada ensayo se agr-egan 60,.,g de clor-0~1la. 

Entonces si tenemos que CHl0<,L19> corresponde a 50µ1 

60$..lgCHlo corresponde a ): ,.,1 a agregar en el tuco de ensaye. 

Co9')t»St.OS 

En este 't.rabaJo se caracteri::aron dos ·=ompuestos la. ival ina y 
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la ::alu::an1na c. Despues de vcr1as pruebas se llego a la c:onclus16n 

de que las soluciones stock de la ival1na y la zalu::an1na e 

d~oer1an de tener una concentrac16n de 133.3mM Para su preparación 

se pesaron 0.1)2976g de l'ú\11na <PM=248) y 0.02952g de ::aluzanina C 

CPM=246l se la menor cantidad de 

N.N-d1metil.formamida llevandose a volumen de 0.9ml. con agua. 

para dar de esta manera la concentración de 1::;::.3mM 

De estas soluciones S'tock se agrega el compuesto a la mezcla 

de reacción en volumenes crecientes que van de 20µ1 lSOµl La 

concentración ~inal de los compuestos en el medio de reocción se 

calcula de la siguiente manera. 

133.3mM=40µmoles en 300µlxµl agregados=xµmoles en 3ml del medio. De 

aquí se puede calculcr ~ac:ilmente la concentración en el medio de 

reacción. 

Efectos no deseados del disolvente sobre los tilacoides ~uercn 

tambien explorados haciendo un control en el cual se agregó el 

d1solven~e en la; cantidades usualmente utili::adas en los ensayos 

sin que se vieran cambios significativos en la actividad normal de 

los tilacoides. 

Tan~o la ival1na como la :aluzanina C descomponen 

lenta.-nente en com¡:;ues"C.os más polares debido probablemen~e a quo;:: se 

abre el anillo lactónico por lo cual los dos compuestos 

en gl momgnto en Que ~ueron preparados C 58 ). 

Bomba de Prot.ones 

ensayan 

En la ~otosintesis durante el transporte de electrones de agua 

a NAOP-. los 'tllaccioes comoean pro'tones hacia par-a 

.formar de esta manerc el gradiente electroquimico necesario para l~ 

Tormación de~ ATF·, este <fenómeno orovoca alcalini:ación oel 
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pot.enc1omét.ric..,;; y evaluar ce esta maner"a la capacica.d de les 

t1 laco1des de rar·mar" el gr"adiente electr"ocuimico. 

Para ello se agregan a una cubeta ~ml del medio de bomba ce 

protones el cual contiene SmM ce MgClz, lOOmM de t~Cl y !mM de 

tricina a.Justado a un pH=S. La cubeta debe tener" par"a 

aislar" el medio de r"eacc16n del calor" pues un camb10 de tºc provoca 

d1sminuc16n en el pH pr-oducido de o.o:: C 159 >. 

Para medir el cambio de pH se utili=a microelect.rodo de 

combinación Cole Parmer potenciómetro Corn1n9 MoCel 12 

ut.il1~ado en escala expandida y esto conecta.Ce regtstraoor 

Beckman colocado a O.Olvolts y una velocidad de 1 pulgada.mi~-•. 

La cubeta con el medio de r"eacc1ón se coloca sobre una base 

de agitación magnét.ica Sybron Ther~olyne type 1000 para mantener la 

me~cla ae reacción homog•nea. Una ve= colocado el medio de bomba de 

crotones se debe a.Justar el pH de este lo m.As =ere~ posible Ce 8 

con la ayuda de t<GH y HCl. Entonces conecta el registrador y se 

agrega la cantiaad adecuada de clcroplas~os para tener 

concentración de :!Oµgm1-•.se espera que la sef'l:al que 06o el 

l'"'e9istrador se estab1l1::e ':' se ilumina la suspensión oe cloroplasto 

con lu= actinica pt·oporc1onada por- un proyector GAF-2660: esta lu:: 

se hace pasar a cr«üves de un lente de I::awa que consiste en 

recic1ent:e ae v1or10 con Cusa. al 5;~ el cual para la 

long1tud Ce onda adec~aca. c:omo .f1ltro centra el calor- y pc.ra. 

concent.rar '=!l ha:: lunanüso y tener as! meJores r-enduri1entos. 

Se deJa i:.ré'nscurr·1r entonces un per!ooo poco ~á.s ae 

m1nu~o y entonces =e apaga la ~uente luminosa pece aesoues e: 

registrado,.. Se la·•a. la celda t.rE'S veces con .:;¡;:.Ja r::::eion1::ao~. 



repite la oceración. El ensayo anterior sirve control para 

medir la act1vidao normal de los cloroplastos. Cuando se agregan 

los compuestos a ensayar. estos se agregan con microJeringa antes 

de agregar los cloroplastos. 

Par~ calibrar el sistema agrega una cantidad conocida de 

KOH O.OlN con la mezcla de reacción completa ya que los 

cloroplastos tienen capaci?ad buTi=er la cual incluso depende de si 

haya lu:: o no e 89 " 70 ). 

Para medir sintesi~ de ATP se utili::a el mismo procedimiento 

pero se agrega los sustratos de la reacc~ón, es decir ADP y fosfato 

con la avuda de nucrcJeringas o pipetas autom.6.ticas. 

Se agregan al medio de reacción 15µ1 de una solución de ADP 

que tiene una concentrac1ón lOOmM lo cual da una concentración en 

la cubeta de O.SmM. Para el Tosfato se agregan a la cubeta lSµl de 

solución de fes.fato con una concentración de 300mM para tener un 

concentración de i=osi=atos en el medio de 1.SmM. 

El bombeo de protones de una curva Que asciende rapid~mente 

coincid1endo esto con la rormación del gradiente electroquímico. 

Una ve= que ~ste ha sido ~armado el trazo de la curva llega 

valor constante. Para calcular la velocidad de esta bomba de 

pro"t.ones se mica la al't.ura cel 't.ra::o en un peri.odo de un minuto. 

se toma en cuenta la cal1trac1ón ei=ectuada con el KOH. 

-Calibración Q.Olµeqml-.~15µlagregados=0.15µeqKOH ---X Altura 

MµeQKOH --- Y altura ensayo 

-C~lculo de la velocidad de la bomba de protones 

a.ltura en el ensayo 

min-'xo. 15µeQKOHXaltura-'><60m1n. thr.-'mgchlo-=velocidad de la bomba 

de pro't.ones en µeqKOH hr-.-ngchlo-1.. 
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En la sintesis de ATP se obtiene un trazo direrente debido 

que lo que aqui se mide es la reacción de Tormac16n de ATP. Que 

AOP5- + HPO. - + H• = ATP•-+Ha.O .. 

Por lo que la alcal1nización producida en el medio se debe 

la desaparición de un protón por la reacción de TosTorilación. 

El trazo que se obtiene en la síntesis de ATP c0111ienzA con una 

r~pida alcalini~ación producida por l~ Tormación del gradiente 

electroquimico. Durante este periodo no ~y formación de ATP; 

vez que el gradiente electroquimico ha Tor~ado comienza la 

fasTorilac1ón; esto se ve en la curva porque a diferencia de la 

curva de bomba de protones la curva d• sintesis de ATP no lleqa 

un valor estable sine que co•ienza a aui.entar de -.rwra lirwal C 70 

• 2' ). Esta es lA parte del trazo que se toma en cuenta para hacer 

los ~lculos de velocidad de ror .. ción d• ATP, siguiendo 

pl"'ocedimiento similar" al de la -dición del bomb~ de protones 

aunque las unidades cambian a µeqATP Hr-t.mgchlo-• pues la relación 

estequio .. trica en la reacción entre protones y ATP es de lzl C70). 

Transporte d• electron9S 

Durante el transpol"'te de electrones se mide la reacción de 

Hill,la cual consiste en una producción de oM!geno dependiente de 

luz en cloroplastos aislados. Est• requiere la !"'educción de algun 

AC91Jtor de electl"'ones adecu•do l"'epresent•do por A en la ecuación: 

Hz:O + A = AHa .., l/20z 

De tal aanera que para medir el transporte de electrones 

puede medir el o:-d.geno pl"'oducido o la reducción de acept.or de 

electrones por medio de tócnica espectroTotométrica; sin 

embargo genel"'almente se mide el oxigeno producido a menos que se 
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util ic:e un Cado•· de elect:.rones di-f'erente al agua o se dude de la 

esteQuiomet,.! a ce la reacción. 

El tr.:J.nsporte de elei:trones la -f'ol:.os! ntesis midió 

utili=ando una 1:.écnica polarogrArica por medio de un electrodo de 

o~igeno tipo Clark. 

La medición el•ctrica del oxigeno es posible porque 6ste es 

reducido en el cAtooo de platino en donde se erectua la reacción: 

02+2Hz0+2e - =Hz0z+20H-

Con un ~nodo de plata Y.KCl 

reacción .;?1 Anodo esr 

4Ag=4A9+4e -

4Ag • •4Cl-=4AgC l 

electrolito de soporte.la 

La c~rriente eléctr1ca resultante es proporcional a la 

concentrac:16n de o:~igeno en la muestra. Una condiciól"': para que la 

reacc16n se lleve a cabo es que el cátodo se mantenga a -0.0Svo!ts 

con re~erencia al ánodo. con el tiempo de respuesta del aparato 

ltm!tado por la d1~us16n del oxigeno de la mezcla de reacción al 

c.o\.todo.C 71 ). 

El tiempo de respuesta d1sm1nuye 1ncrem~ntando el Area del 

c.~1:.oCo en c.ont.ac't.o con ic>. mue=tr·a. per·o ést:o t.a.moién incremen't.o la 

cantidad de oxigeno consumiaa cor el cátodo cor si 

mediciones continuas un c•~odo peque~o pre.f iere para Que la 

cantidad de oxigene consum1~a por •1 sea muy peQuefta respecto a la 

que medimos durante el transporte de electrones C 72 ),. 

En es~a med1c16n se debe tener Duen control sobre la 

t.emper.a.tur·a ya que lo so~ub1lidao del oxigeno es aepenc1ente Ce 

ella: aaemá.s se 't.lene que mC'nténer la mezcla de reac:o:ión 

58 



t.P.mper-atura constante pues •sta a:t!ecta los orocescs cu'<! ~s-:.,oi,mos 

midienao: el transcorte de electrones ~n t1laco1des aislaaos es tr~s 

estable a t~ºc a cesar de aue los cloroplastos ¡nt.~c~=~ tr=~3J~~ 

mejor entre :?;1)-::?.SºC C 71 • '73 ). 

En el alec'trodo ttpo Clark se cubrieron los elect~ocos con una 

ir.e~::ra:-:a ;::ier""io.ea.ble al o;~.1geno pero casi impermeable otras 

sustanctas en soluc16n. las memora.nas más util1::aaas son las ce 

te~lón y poliet!ler.o.Esto perm~te aislar el electroao Quimtca y 

electricamente puciendose agregar muchas sustancias sin temor a Que 

reaccionen en el c~todo. 

En el electrodo de Clark la presión de oxi92no dentro de la 

través de la membrana con una T=uer"::a igual a la presión de oxigeno 

fuera ce la membrana por lo cual el c~todo mide la presión de 

o:dgeno en la muestra. 

=, electroc~ ce oxigeno se conecta a un c~!met.ro vst model 

5300 el cual con~rolo el voltaJe polar1:ante entre el .i.noco y el 

c.itoda y que deoe estar entre 650-700volts: ta.mb1i6n ac¡u.1 se 

encuen'tran los controles cara colocar la escala y el cero el 

registrador con un irput 1mV. 

Para aJust.ar la escala se coloca en la cucet.a ce r"eacción agua 

destilada y se de;a ~ue e~ista un intercambio libre entre el agu~ y 

J. !.ev:tn !os 

controles hasta 807. oxtgeno entonces "°",...~1e=a !..!na ces:v:.a:::.On: C::.!an:= 

se terC'.ina se aJust.a la escala al 100% de oxigene y esta lectur¿;_ 

corresconder.i. a lC!! 0::oncer.t!'"ac1ón :e o~!genc aus- ,,,._.,, :.9u.;:, 

cest1lada s~tura~a ce aire las con~icicnes oe pres16n 

temperat.u .. a en c....i..: ~e nt::c la ocer·ac16n C 73 >. 



Para re~l1=~r las med1cones se ut1l1=ó un sistema similar al 

que se uso en la bomoa ce protones. 

Fara saoer corno acttla L1na sustancia se mtde el transporte de 

ele~trones baJo tres cond1c1ones a1~erentes: basal. ~os~or1lante y 

desacoplado. ésto se logra alterando en cad~ la ,.,e:cla de 

reacción. 

En el transporte de electror.es basal se util1:a un medio que 

contiene 10~~M de sacarosa, SmM de MgCla, lOmM de KCl y lSmM de 

tric1na ajustada a pH=B .Para e~ectuar el ensayo Ce cadena de 

transporte se agreg~ al med10 met1lviológeno. el cual es un aceptar 

de electrones.Esto se lleva a cabo por la reacción: 

HaO + 2M~·= 2MV+ + 1/20a + H• 

pero el o:.:tgeno es consum10~ simultaneamente por una combinac1ón de 

una reacción de autoxidac1ón y dismutación. 

2MV• +20a=:!Mvª• +20iy20i+2H.=Hz0z+Da 

la suma de e~tas ecuac:1ones es un caso especial de la reacción de 

Hill llamada la reacción de Melher 

HaO+ 1 / 20a:Ha0a OIV> 

la cual da la estequiometria usual de la reacción de Hill. Para 

asegurar esta esteouiomet.ria se debe de evitar la presencia de 

agenv~~ r-eciuc":or-es ccmo ~J. ascoroato o manganeso que i.nter-f1eren 

con el procesa de d1smutac:ión.e inhibir la actividad de la 

cacatasa encógena C 75 ). 

El met1l~1ol6geno tiene potenc1al red-ax similar a la 

-ferredo~1na y lo puede reemPla::ar en ciertas reacciones 

enzunát!Cas~ su O~JC po~encial ~e-dox asegura su reducción en el 

PSI y su r"-pida autooxidac:1ón a la ~orma reducida.Debido a esto el 

MV es menos suscePttble a contr1bu1r pasos 11mitantes 
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de~eaccs inclusc. en reacciones PSI mu7· r6.p1das y por l:> tanto 

menos susceottble ce perm1t1r ~lUJO ce electrones cicl1co alrece-

cor de PSI. también es menos suscep~ible ~ inact1vaci6n cor reac

tivos y cond1::1ones C 76 )., 

Para medir el transpor-:.e de electrones basal se agregan 3ml de 

este med~o a la cubeta y se esperan 5 minutos para Que se estab1-

ltce la tempera~ura del medio ce reacción con la cel oafto. enton-

ces se agregen los clorcplastos para tener concen-crac16n de 

cloro~tla Ce =oµ;/~l. Se coloca el electrooc de Clark en ~orma 

adecuada para i~ped1r intercambios de aire con el meato e~te~no y 

se enciende el agitador. Se espera a que el ox!metro dé uno lectu-

cercana a 100% y entonces se aolica la lu= act!nica de un ero-

yectcr pasada a tra...,...s de un lente de I=awa. Se deJa transcurrir 

un tiempo Ce un minuto. Este ensayo sirve corno contr-ol del trans-

gu1entes ensayos se agregan los corncuestos a pr.:;bar. P~ra medir 

el transporte ce elec~rones ~os~orilante se agrega la me=cla 

de reacción AOP y TosTato en cantidades iguales a los de la s!nte-

sis de ATP y para medir el transpor~e de electrones desaccplaoo 

se agrega 60µ1 de anon10 ce una solución stock con una concentra-

c1ón de 50mN.Siguiendo en tocos los casos el mismo proced1~1ento. 

Para cali~rar el sistema se agrega una cantidad conocida de 

~err1cianuro ce potasio 6.91mH.Las reacciones que ocur~en curante 

la calibración son: 

2.H2'J+4Fe < CN> ~;.Oz+4H•°!.;::-e f CN >~-O:~/ :s-

y alt.ura:<,LleQe-1-:;,lt1..1ra cal ;c60m:.n/lnora.<.mc;clo-s. 
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Un~ ve: aue se h~n necho los ensayos anteriores se pueoe saber 

el e~ecto de los compuestos probados en la velocidad del transporte 

de elec·tJ-ones. el siguier"'lte paso consiste iden'Ci.r1car que 

parti:? oe la caden8 de transporte de electrones est.i.n a<fectando los 

compuestos.Esto se lagra m1d1enco determinadas partes de la cadena 

de transporte de electrones mediante la ut1l1:aci6n ce inhibidores 

especi .;ices ce- la cadena de transoorte de electrones y donadores y 

aceptares de electrones art1Tic1ales. también especiT1cos. 

a.acciones Pare.tales Del Transporte de Electrorws 

Los principales tnh1bidores utili=ados en este tracaJO ~ueron 

el OCMU, el cual se une a un p•ptido de una proteína local1~ada en 

el lado reductor del PSII induciendo cambio conTcrmac1onal que 

a,:ecta el potencial r-e-dox de a: este compuesto a altas 

concentraciones puede tener un e'fecto desacop lante por lo cual debe 

utili:arse en concentración de tµM: el DBMIB inhibe la oxidación de 

la plastoqu1nona ya que compite con el plastoquinol por el s1t10 

oxidante de la proteína de Rieske y a altas concentraciones puede 

inni~ir la reducción ae la plastoquinona. por lo cual se utiliza en 

concen"t.racJ.ones de lµM; el úl't1mo inhibidor ut1l1=aoo füe 

tratamiento con tris pH=S.O.BM que elimina la actividad de la 

enzima que e'fectua la ~0~011sis ael agua ( 75 ). 

Las primera rea:c::.or.es parc:ales cel transporte ce electrones 

aue se midieren 'fueron las del PS11 Que va de agua a DAD e reacción 

tlOO 111 se9úri la clas1,:icclción de TrebstC 76) t.Abla 1.Para rnec::.r 

ó5to se uti l i:ó el .'Tl;ismo sistema v medio que para el transporte de 



Tabla 1 Reacciones p.arci.a..les de la cadena d• t.ransportil!' de 

el.clronesC 76 > .. 

Rec3cc1ón transcc-rte C@ e- Ac/Don Inh1bidor med1c16n 

Ticc 1 Jo-tlO>NAOH HzQ/NADH esoectro~otcmetr!a 

Tipo 2 H:zO:·MV HaO/MV evoluc:1ón de a.. 

Tipo 3 Hz:O>PC MzOIDAO DSMIF evolución d@ a.. 

Tii::o 4 PC)MV QA!?/~V .::=:-tu evoluc:10n Oz. 

Tipo s P6SO>MV Asc:/1'1V evoluc:1ón d@ Oz. 

Tipo b P680>PG OPC/OCPI? OEMIB espectrc~otometría. 

• Ver ap,..nd1ce para conocer el s1gn1-ficado de las abreviat.uras .. 
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elec:trones c:on la excepc:ión de meti lviológeno y en el momento del 

ensayo se agregan lµl de OBMIB de soluc:ión stcc¡._ 

concent~·ac16n de3mM en etanol.Como aceptor de electrones se ut1li:;:a 

OAOox en una conce:"\tl'"'ac16n i=1nal de lOOµM.Para medir el transporte 

de electrones el DAD da sus electrones al ~el'"'l'"'lcianul'"'o el cual 

tiene Que est.ar en una conc:ent.rac:tón del triple que la del DAD.La 

reacción que aqui se e~~ctóa es; 

2HzO+DAOos=OADred+Ozox 1geno/2e-=1 /2 

Par""e medir el PSI <OAO=MVJ se ut1li:;:a el sistema que 

para medir el transporte de electrones basal pero se agrega DCMU, 

el cual elim.:.na !a ac:t.1v1dad Cal PSII. Este c:o.-npuesto agrega a 

part~r de una solución stock de 3mM en etanol. Aqui tambi6n se 

agrega DAD pel'"'c ahora actuar~ donador de electrones1 para 

mantener le reduc: ido agrega tamb16n ascorbato para tener una 

c:oncen-:.rac:i6n .final ce 300µM. el aceptar de electrones ser.6. el 

MV.En este sistema l.a. relación c~~1geno/2e- de ::. este valor se 

ob~iene porque el ascorbat.o reduc:e al intermediario superóx1do de 

la reducción del oi-:igeno en Haca.a la ve:: de .funcionar como donador 

alternativo al agua: esto debe tomar""se en c:uenta en el c•lculo de 

la velocidad del transporte de electrones C 7' ). 

asc:orDa~orM ..-2Mv2• =asc:oroa't.o ::Mv• ..-:?H• lDAD, PSI J 

2!"1~• +20z=:?MVZ• +2oi 

::?Oi+ascorbat0!'9d+2H• =2Hl:Oz+ ASCORBATO 

Por lo cual la reacción queda como: 

:?ascorbatored+ZOz=:?asccrbat.c + 2Hz0z <DAD.MV.PSI >. 

Esta es l.? reac:ción tipo l\.' de TreDst. 

Con estas pruebas se puede saber que i=otos1stema actOa el 

corr.ouesto ensayado v con base en est.:i se anali:;:an tramos tl'LAs cortos 



transporte ae agua a silicomol1bdato 

electrones nivel de OA; est.e 

Si Me 

compuest.o 

el cual aceot.a 

actua cambiando 

propiedades de la membrana incluyando a CF•. por lo cual el 

transporte de elect.rones y la Tos~o~ilación no estan acoplados.para 

evitar ésto se agregan cantidades baJas <lOOµM>.El transporte de 

electrones de a9ua Si Me inhibido por la presencia de 

desacoplantes a pH 9 C 77 >. Como inh1bidor se utili:a el DCMU y 

eTect.úan los mismos casos de los ~todos anteriores. 

Para medu· la cadena de transport.e de electr·ones de P680 a a .. 

el primer paso consiste en eliminar la actividad de la en:::1ma ciue 

e.fectóa la i=o~ólisis del agua. Como ya di Jo, esto logl"'a 

tratando los clorcplastos obtenidos. con TRIS pH=S ú.BM durante lS 

minutos. El T~IS se agrega para tener una concentración ae 

cloroplast.os oe ::5µg/ml y t.tene la venta.Ja de Que 

cloroplastos conservan la capacidad de .fosTorilar y 

transporte de electrones baJo control C 78 :>. 

los 

Para este sistema un problema es elegir cual es la pareJa 

donador-aceptor de electrones, ya que debido a su cercan1a en la 

escala re-do:: pueden reaccionar entre s1i la pareJa utili:ada fue 

de DPC y DCPIP. A oiferenc.1a de las ensayos anteriores. el 

transpor~e de electrones se va a medir siguiendo l.. reducción ael 

DCPIP el cual pasa de a:ul a incolor·o. Se agrega al medio DBMib 

como inhibidor. 0.2 mMUPC como dador de elec~rones F680 y OCPIP 

para t.ener una ccncen~ración ~inal de O.lmM.PrimQrO se toma 

lc:.~t •. u·o .i,,,i.:..i.a¡ ~e: ¡.:. 1•1c.>.:c:'-.s de r·ea.c.::.1ón con cocos sus .-:omponent.es 

en la obscuridad y <:?ntonces se real1=a el ensayo ocr 1.5 mi.n ..,. 

toma la lectura de la ab;:;orbancia a 600nm C 79 > ae la Tor.'Ila 1r.ás 

65 



r·-'p1oa posiole.es'tc se cc,-.ipara con una lec~ura inicial; el blanco 

cons-:.ste en la me;:cla de reacción sin DCPif' C 80 ) • Las lecturas se 

hicieron en espectro~otometro Beckman OU-65. 

Para calcular la velocidad del transporte de electrones se usó 

el coe~iciente de e~tinción ael DCPIP y se hicieron Jos siguientes 

c:•lculos: 

vel= ll.Alc-1~1/1. Sm1nxbOmin/lhoraxl/chlomg/ml. 

En los cloroplastos el rango de ~lujo de electrones es 

c:ontrolado por el sistema de ~os~or1lación. por lo cual se puede 

agregar magnesio, ADP y TosTato o como se h1::0. •gregando NHaCl 

para tener una concentración .final de lmM; de esta Terma se obtiene 

una actividad má.xima. Debido a ésto tambi•n el pH óptimo de l• 

Tos-forilación determina el pH óptimo del transporte de electrones 

el cual es de 8 e 70 ) • 

~~ ~=~=rtant¿ hacer no~ar que los aceptares y donadores 

agregados pueden tener un eTecto sobre el transporte de electrones 

y la Foto~osForilacidn y con base en esto se clasi~1can en i 

Clase 1.- Se caracter1::an por reducirsa lentamente cuando no hay 

~os~or1lación. la adición de AOP y TosTato incrementa el rango 2 

3 veces y obtiene un rango de p/2e- arriba de 1.3. Los 

cesacopl.ant.e.-s i.nc,.ement.an el rang~ ce recucción al máxi.mo. eJ: 

~erredo~ina,Terrtc1auros,met1lvioldgenos,~lavinas etc. 

Clase Il.- Se reducen r6p1damente independientemente de la 

~os~orilac16n y la adic16n de los desa.coplantes no a.Tecta el rango 

de reducción. no hay ~ormactón de ATP. Estos compuestos aparte de 

6CldOS 

dréb1les .solubles en U.pides en su ~arma protcnada no ioniz.ada. Por 

eJemclo el OCPIP. 

60 



Clase III.- Se reducen r6.p1damente 1ndependien-cemente de la 

fiJs~or1lac16n; los desacoplantes provocan poco aumento en el rango 

de reducción del ac:.:pt:-or. sin embargo se observa .fos-For1 lac:16n al 

agregar AOP y ~osTa~o C 81 ). 
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RESULTADOS 

Para carac~er1:ar el efecto de la 1val1na y la :alu:an1na e 

sobre la Totos!ntes1s t:n t.1Ltro. se empe::6 por ensavar su e-Fecto 

sobre la síntesis de ATP 1 sobre la bomba de protones: como se 

muestra en las gr~f1cas C tigs. 8,9 ambos compuestos inhiben 

parcialmente la -FosTor1lac1ón ;otos1nt~t1ca y la bomba de protones 

asociada a la reducción del met1lv1ológeno en la cadena de ex-red 

no cicl1ca; de los dos comcuestos ensayados la ::alu::anina C fue el 

mi.s potente en inh1b1r ambas actividades pues tiene un Iso 

concentración que procuce en 507. de inh1bic16n ' Ce 4.4 mM para la 

s!ntes1s de ATP y produce 40Y. de inhibición en la bomba de 

protones con concentrac1ones mayores a 6.ó mM.; mientras que la 

1va11na necesita de concentrac1ones mayores para lograr los mis~os 

porcentaJes de inhibición que la :aluzanina C. 

Una v~: que se ha determinado que estos compuestos tienen 

cierta acción sobre las reacciones luminosas de la Totos!ntesis 

descri~as, se procedió a dilucidar cual es la acción de estos 

compuestos la cual podr!a ser: 

aJ.- Blcqueanco el transporte de electrones. Estos reactivos 

inn1oen l.;o. s!nt1:::s1:. ..:;,; hTr deo100 a que no se Tor·ma el graai~nte 

electroQt.ámico necesario para la síntesis de ATP. Ya que se 

encuentra bloqueaca una en:ima de o~ido-reducción. 

b).- Desacoplando la s1ntesis de ATP del transporte ce 

=~~~Lrones. ~as sustancias que pueden incrementar la permeab1l1dad 

de los t.1 !.aco1dez. a los protones, aesacoplan la TosFor-i lac1ón del 

~luJO ce electrones. Les desacoplantes no 1nniben la reacción de 
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l'ig. 8 E!'ecto de la ivalina sobre la síntesis de ATP y 

Bocba de protones !'otosintetica 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

o 
o 2 3 -- 4 5 6 

-Sint. ATP 
--e-
Bomba H+ 
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La ne:cla. dt! reacc1on P•r• la bomba de Protones eont:.1e-ne ~:;I"! 
C'e HcClz.lOOinf"I Cle KCl y lmf"I et. tricin• CpH 8.0> V cloroi:tla5t:05 
•(l!..llvalentes a 60 ~l. esto •n un volumen de ~l. Para la s1ntesis 
de .:.r;:· se colocan 0.5111!1 de ADP y 1.Stal1 de .ros<f:atos.Las c.on:hciones 
del e~periraent::i e.orno en materiales v ~todos. 

H 



fos-Fcri lac1ór. :n s1 pero al eliminar el gradiente elec:t.r0Quim1cc 

necesario para Que ~st.a se lleve a cabo. la sintesis oe ATP se 

interruiTlpida. SaJo estas c1r-cunstanc::ias el transporte de electrones 

oc.url'"'e a mayor veloc1oao debido a QUe la <fos-forilac16n a-=oplaca 

la -formación d~l gradiente electroquimico es la que regula la 

actividad del transporte de electrones. 

e>.- Bloqueando la reacción de fosforilac16n en misma: a 

es~os compuestos se les llama inh~b1dores de la trans~erenc1a de 

energía. En contraste con los otros mecan1s~os. estos tnh1b1dores 

bloquean la f:os.for1lac16n y la porción del transporte de electrones 

que es una consecuenc1a del .fl~Jc de electrones unido a la 

f:os.;:orilac:1ón e 82 '· 

Para determinar el tipo de mecanismo de inhibición produc:1do 

por estos compuestos, 

electrones ce agua 

midió su e.fecto sobre el transporte de 

meti lviológeno distintas condiciones 

eMperimentales como son basal. f:os.forilante y desacoplado. 

Se encontró que tanto la ivalina como la :::aluzanina C inhiben 

principalmente el transporte de electrcnes desacoplaco. Con la 

:::alu::anina C se encontraron valores de ¡~ de 1.57 mM y para la 

ivalina ce 4.7 mM. Estos resultacos .fueron semeJantes los 

obtenidos con la sintes1s de ATP y la bomba de protones volviendo a 

ser la :::alu~anina C el compuesto m..is activo en la inhibición. Sin 

embargo el transporte de electrones desacoplado 

obtuvieron porce:-itaJes de inhibición mayores. destacando el va.1.or 

obtenido con la ::alu::an1na C. El transporte de eleccrones ~as~l y 

f'os~orilan~e también fue inhibido por ambos compuestos pero 

menor potenc~a que la observada en conoic1ones c~sacoPlantes 
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l'ig. 11 Efecto de la :aluz:anina C sobre el transporte 

de electrones no ciclico de agua a cetilviologeno 
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La mezcla d~ reacc10.n c:.l transporte ce electrones consto 
tOQ~"'! e~ sa:::i .. -::isa. !('m~ Y.Cl, y t~f"tl't ':!e t~:.c:.:-:a. toH 8.":11 ·• S·:'-H de 
:iK!ttlv:.oloQeno como aceptar de electr~nes y c::loroplast.os 
eauLvalentes a oO ;.il. en Un volum•n de 3ml. Para •l transporte '1e 
electrones fosf'or1lante s• •9rego ADP y .fosfatos en una 
concentracion similar al •n~ayo de s1ntesis de ATP y pa .. ~ el 
-:.ran5;::i~··te de electrones ct.sacoplado se aqrec:ia 60;.iM de·NNOH. 
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Ct~g.10.11>. Estos datos sug1eren que cuanao el tilaco1ce est• 

energ1:aco se protege el s1t10 donde actOan la ival1na y la 

::alu:an1na c. d1sm1nuyendo as! el potencial de inh1bic16n. Con estos 

datos se puede deducir Que la 1val1na y la ::alu:antna e blocuean la 

cadena. de transoorte de electrones de la reacción de Hill. El 

siguiente paso cons1st!a en conocer que sección de la cadena de 

transporte de electrones el punto de acción de estos 

compuestos. Para ello se m1d.!o el eFectc de estos cc:.puestcs sobre 

tramos esoeci~1cos de la cadena de transporte de electrones 

ut1l1::ando combinación acrop1ada Ce 1nh1b1dores, aceptares y 

donadores de electrones. El primer ~ramo medido ~ue el del 

transporte Ce electrones asoc1ado al Fctosistema 1 el cual de 

DAD ( 2,3,4.S-tetrametil-p-Ten1lend1amina J metilv1ológeno; 

esta sección el e.f=ecto de l~s l'"'cton¿ts seo;.qu1t~..-p~n1c~5 eris~y-a.j-i!s 

Fue lim1tado,alcan:ándose porcentaJes de inh1b1c1ón muy baJos. 20% 

con 6.6 mM C f'J.!ii.12 ) • lo cual corresponde la 1nh1b1c:.6n 

observada los experimentos eFectuados en toda la cadena de 

o~idaci6n de la reacción de Hill. pcr lo que a cont1nuac1ón se 

mid10 el ~otcs1stema II el cual va del agua al DAD. Los resultados 

QUestran una inhibición sign1~1cat1va para ambos compuestos con una 

Iso de t.4 ml'1 para la tval1na v de 1 .. 6 mf'1 para la :.alu:.an1na c. Es 

de notarse Que a pesar de que la :.alu:anina C tiene un valor menor 

de 150 0 lc cual no co1nc1de con los exper1mentos e.fectuados en toda 

la cadena de ox1doreducci6n. produce a concentraciones cercanas 

6mf1,una tnhiblClÓn mayor ( 95%) Que la 1Val1na ( 9:;~~ )(f'ig .. 12J, lo 

cual s1 coincide con los primeros resultados; de lo <af"l't.er10.. se 

deduce que el blar.co de acción de estos compuestos esta uo1caao 
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L.a mezcla. de reacc1on P•ra 9ed1r el tr•nsport~ de ~J~trones 
de ar.:~os -fotosistema.s consta del medio para medir el transporte d~ 
electrones desaco;:i lado a;r-egando en cada casa una cal"eja ce 
dc:"\ador-lt11ceptcr espec1~1ca y un inh1b1dcr espec1-f1co; de acuerao a 
la ta.e>..a. t en r:-.a1:.er1ales y 1119todcs. 



el t~~"S~~~~e =e =lac~rones ascciaco a1 ~~csistema ¡¡. Una ve: aue 

se sace lo anter1cr se sigue la m1s~a estrateq1a ensayanco tranos 

:..i.s ccrt~ ce la c::adena de reoox aen~ro del ~otos:.s~ema II De 

ac::uercc 'c::on l.;:i anterior se micaó el transporte de eliec:trones de 

agua al s:.l1c::cmol1béato lo c::ual c:orresponde a un ~ramo al 

fotcs1ste~a I! que va ce 1--:20>CA. ~sta parte oe la caderw ce 

transoorte de electrones es inh1b1da pcr e5tcs c:omouestos c::on mayor 

intensicad que con l• que lnh1bian el fotcslstema !!,pues se ob~uvo 

uno Iso oe i.~ .... ,.., cara la zal'!..l:an:.r.a C y ée 1.0 mH cara la 2val1na. 

Una ve: que ~e obtuvieron estos datos se deduce Que solo qued•n des 

s1t~os cos:.bles ce 1nh1b1c::ión,oor lo cual se estudió el efecto de 

los compuestos ensay•dos sobre porc:::.dn de la cadena de 

transporte de elec::~rones que solo tenga 

tnh1b1ción. En e! s1gu1ente e~per:.mento 

c;.;.a 

de los s1t1cs ce 

rn1d10 el transporte de 

ciclcrc~enoltndo~enol. es cec1r ce P690>0•: L~s resultados 

encontrados muestran que hay e<fect.o de la ival ina y la 

:alu:antna C sobre este tramo de la cadena de tr•nsporte de 

elec:~rones por lo cual se deaJce que el sitio de tnh1b1c1ón no se 

encuentra en este tramo.Tabla 2.De los resultados anteriores se 

1n~1ere aue las lactcnas ses~u1terp,n1cas 1valina y :alu~an1na C 

tienen ccoo blanco pr1nc1pal de la cadena de transporte de 

electrones Totos1nt•t1ca la en~ima que ~otol1:a el agua. la cual se 

encuentra antes cel centro de reacción del ~otoststema II < P690 >. 

Discusión 

Hay L::\O gra.n va•·1ecao ce sustancias que pueden 1nh1btr el lado 
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Tab.la 2 E.f'ec:t.o de la J.va11n.a y la zal.uzanina e sobre 

reacciones parcia1es de .la cadena de transporte de electrones 

f'otosintet.ica. 

Compuesto Cantidad agregada 
< mM > 

lval1na o.oo 

0.88 

1. 77 

2.óó 

3.55 

4.44 

6.66 

Zalu;;:anina C o.oo 

0.88 

1.77 

2.óó 

3.55 

4.44 

6.óó 

7. de inhibición 
HzO>DAD HzO>SiMo OPC>DCPIP 

o.o o.o o.o 
45.0 

57.0 59.0 e.o 

64.5 66.0 1.0 

7:5.5 70.0 ,o.o 

so.o 73.5.- -9.5 

82.0 9<);5 10;0 

o.o ·o;o o.-o 

39;0 

53.0 se.o 2.0 

82.0 63.5 

69.0 o.o -
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ox1d.aoo d;:}- 1=-otcs1st:ema Il. la mayor!a de los cuales t:ienen 

distintOs modos de acción y diferen~es caract:erist1cas qu1m1cas. 

1.- tnhib1dores Que actóan en el sitio oe ox1dac1ón del agua. 

-El s1t10 de inh1b1ción de la hidr0Kilam1na. metilomina. amoniaco. 

etc. es el s1.t10 de ruptura del agua. la ~orma activa de estos 

compuestos la base no protcnada de la amina.lo cual determina el 

pH en el cual r:av inhibición pal'"o"I cada sustam:1a.Oe esta manera el 

amon!ac:.o y la ~etilam1na necesitan ce un pH mayor a B para tener su 

base no protonada y eJercer as1 su acción tnl'nbitor1a. A valores 

bajos de pH o baJas coru:entrac1ones el efecto desacoplante de estas 

sustancias preoom1na. La hldrox1lamina una base ~~s otb1l y tal 

ve: por ello tiene efectos tnh1b1tor1os a valores de pH menores y a 

eer.o:-es ::.:r.::en-:.rac iones.< 75 ) J 

hidrox1lam1na es más compleJa, baJaS concentraciones de 

htcrox1lam1na, dos de estas mol•culas se unen en la lu: de manera 

reversible a caca centro liberador de oxigeno, proauciendo de esta 

manera la inh101cl6n C 83 ).de tal manera que la hidrox1lam1na 

baJas concer.traciones actóa como an.i.logo del agua donando electones 

a l~ cadena d~ tran~por~e ce electrones, co~~it1endo e~ect1vamente 

con 6sta por el s1t10 activo del centro liberador de O)\igeno C 8' 

); s¡n emoargc a concer.":.rac.iones mayores ~l 10171:1 , • la 

obscurioad se provoca la P*rdida irreversible de la capacidad de 

liberar oxigeno concomitante con la liberación de 2/3 del manganeso 

unido al clcroplas~o. estos cloroolasto son caoAcP~ Aón ~~ o~i~~~ ~ 

varios conad:>res de- electrones arti-ficiales incluyendo a la 

hidrox1lam1na misma una e~ectiv1dad del ót)Z.Cuando el 

tra~am1ento se nace en la lu:.se produce la destrucción del sistema 



11berado,. ce o:dgeno C 83 ). 

Otros 1nh1cores como el amoníaco y la h10.-ao:1na t.amt:n&n 

liberan el manganeso un100 a la me•~brana.oor lo cual p1ensa 

qu.e tl.enen el m1smo mec:!n1smo ce acc:16n. En el mec:iin1smo m..a.s acep-

taoc se reempla=an dos mol~culas Ce agua por dos moléculas de h1-

droxilam1nas en el es!:aao Sa. desou•s se lleva a. ca.be la o:-.:1dac¡6n 

del comple;o con un ~ot6n cando el estado So con la 11~erac16n de 

dos protones y una ~ol•:::ula de n1trc;eno C 84 ). 

-La inhit:i:c:.6:i ~cr TRIS ocurre a nivel de la o:.:idac16n del agua. 

La Terma act1va es. al i;ual Que en las aminas.la base no proto-

nada va aue se reou1eren valores de oH mayor~s Ce 9 ~ara ~u a=-

c1ón. Los clcrc~lastos tratados con TRIS retienen su capacidad de 

~os~or1lar cuando trans~1eren electrones de donadores de electro-

nes a MV. La incubación de clorcplastcs con TRIS en la lu: lleva 

a la destrucc1ón de la c:apaci.dad del s1ste~a liberador de exige-

no.pcr lo cual los cloroplastcs trataaos con TRIS solo pueden 

ox1dar donadores ce electrones ar-t1-f'.1c:1ales. est3 destrucción se 

debe a la acumulac16n de oxidantes procuc:1dos por el ~otos1stema 

11 e ~l. 
- Trataf"lientcs i::e 3' a ~Qº y o::• a 45° •nac"t.:.va.n a la en;:1.-na 

liberadora de c~igeno. este tratamiento libera el manganeso unido a 

la membrana. s¡n embargo la read1c16n de manganeso no restaura la 

act1v1dad por lo cual otro .factor debio ser alterado por el calor. 

e 75 l. 

- La remociór. (le tones calcio Y cloruro orovoca l~ 1nn101ci6n 

c:o~pleta d: la evolución de oxigeno deo1do a que los iones calcio v 

clcrurc so~ esenciales para la estab1l1dad de los dis~1ntos estados 

de ox1dac16n de la en:ima 11ceradora de oxigeno. La remoción ce 
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.:::a:"\ga.r:eso pro,.:.r.Jce i_nni.o.ic16:'l cec100 a que ~rma el s1t10 ae't1vo de 

la en:::::.~a e 75 ~. 

- Valores de pH ex~ernos de 9-9.3 en presencia de cesacoplantes 

provocan una elevactón oel pH interne. ~sto a~ecta al estado ~ ce 

la en:::ima liberadora ce oxigeno.el cual es sensible al pH interno. 

lo que se tracuce en una inh1b1c1ón en el Flu;o de eleetronesC85). 

Dtveorsos r.'!Cdtf:.ca::=ores au1ai1c:os nan s1ao ut1lz.::ados como 

1nhtbidores ce la cacena de tr·ansporte de electrones en las 

Qembranas de los cloro~lastos. Entre les ~~s ut1l1:::ados est~n el 

d:t.a~onio cencen su1~~1co t DASS >.el cual tnh1oe el transporte de 

electrones en el nivel ce 0>:1dac1ón del agua. Este reac:'ttvo provoca 

una mayor inh1b1c1ón c:uanco los c:loroplastcs son mod1~1cados en la 

lu:::. 

El 0485 es un co.e:puesto c;u..ianco h1drosoluble y por lo tanto 

permeable las mecit~an~s de los 'tilacotdes; reacciona con el 

grupo &-amine ~e la 11sina. hidroxilos. sulFhidr1los. 1midazo1. de 

los restos de am1n~c1Cos que ~arman las proteínas. El DABS inhibe 

el ~ransporte de electrones a1 nivel de la oxidación del agua solo 

en la lu=; ccnco.T.1t~n~e a es~a tnh1b1c1ón hay un incremento de 3 a 

4 veces en la tnccrcorac1ón e~ DABS en las ~embran~s en cono~rac1ón 

la 1ncorporac1ón 

1ncorporac1ón ce DHBS 

la obscuridad. Es'te aumento en la 

el responsable de la inh1oic1ón.ya que hay 

una ccrrelac16n entre la intensidad de la lu:::. inhibición al 

f'o-::.os.1s-::.ema I ¡ .::- lnccr::iora-=16:i é.c:?l reac~1vo. Esto. J•..1n-:o al hecno ce 

que la cresenc1~ ée DCMU orev1ene la 1nh:.b1cl6n. ind1:::a que el 

transpcr~~ ce e~ectrones de aaua-PO es necesario para auaentar la 

un::.ói:i ce DABS y proauctr la inh1b1ció.-•• !Jor lo tanto se deduce que 
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el t.rans~ort.e Ce electrones provoca 

ESTA TESIS NO OHiE 
SALIR r~ \;'\ wn.;i.¡jf~""'.i 

un c:amb10 con.f..;ir;:-.,.;.::: ~r:,;i.: C:'-i" 

exoone centros reac:t1vos ocultos al OASS en la oos::wr:.c:ao:J le c'.Jal 

orovoca la m,oi.yo!" incorporación del reactivo y la 1ntn~1c:ión o~ la 

ox1dac:16n del agu=i. Esto queda c:on.fir.nado oorQue la pre:.er.c:i,;1; ce 

Cesac:oplantes Que aumentan la velocidad del transporte de 

elec:'t.rones en la lu=.. aumenta la inc:oroora::16n y la inhibición de 

DABS. El c:ambto c:onTorrnac:1onal detectada por DABS es resultado 

directa de 102 or·otones l iber.ados dur"antc la o:~:.cac::.6:--. del a:;:ua. los 

cuales probablemente se un~n a una orote1na provoc:ando el c:amb10 

conformac:1onal. 

En la ocsc:uriaad el OABS tiende unu·se al -fo't.os1stema l. el 

cual es m.i.s accesible a un reactivo hidrcsoluble. ésto prcvoc:a una 

inhibición del transporte de electrones de Ao-ferredoK1na y de 

Se han prooadc otros mod1T1c:adores qu.1m1cos para saber cual 

la naturale:a at.ám1=a de los grupos a-fectados por el DABS. El 

iodoacetato reacciona solamente con grupos sul-fh1dr1lo. este 

mod1~1cador ou!m1co al igual Que el DABS se incorpora ~.ás en la lu: 

y presenta o~ras carac~erist1cas cccrOn con la 1nh1b1ción con 

OABS. en camcio el anrú.orioo acet1co que raacc1ona con grupos amino 

se incorpora menes en la lu~. lo cual 1nd1ca que el carnc10 

ccn-forrnac:.onal p•·oduc1do por el transporte de elect.rones oculta los 

grupos reactivos al anhidrtdo acético. adem&s de vol ... ·er los grupos 

amino de la lisina ~~n~= reactivos al trans-formarlos ~ormd 

- Los agentes ouelantes n•dro-filtcos inhiben st~io~ del 'transporte 

de elec':ron&s aon.:e ha.,.. metales co•no e.ocre. fter,.o. manc;aneso 



uniaos a una en:1~a. Dentro de la cadena de transporte de 

elec~rcnes ~o~Os1Ót~tica. eséos compuestos tienen tres sitios de 

acción siendo uno de ellos el sitio de manganeso o de oxidación de 

agua .por eJemplo saliciladoxima, acrid1na. d1th1:ona, etc.e 90 >. 

- Anticuerpos dirigidos centra componentes del -fotosistema II coftlO 

la cloro~ila inhiben la oxidación del agua. Los anticuerpos no 

pueden atravesar l.a membrana de los t1lacoides debido a su tama.rto. 

sin embargo al untrse a componentes del ~otosistema II provocan un 

cambio con~ormactcnal en 61: éste altera el ~uncionamiento del 

sistema liberador de oxigeno. Esto tndica Que el ~otosistema II y 

el s:.s-:ema liberador de oxigeno -for1:1an complejo proteínico 

~rdnsmembranal de ~al ~anera que el ataque de anticuerpos por el 

lado externo de l=t. membrana a-fecta las actividades de todo el 

compleJo .e 85 >. 

- El ~cido ltnoleico produce inhibtción total del transporte de 

electrones al nivel de la o~idac16n del agua en concentraciones de 

300µM. Su inhibición es poco usual porque no revertida por 

aadares Ce electrones art~~ic1ales, es reverttda parcialmente por 

la adición de albumina ser1ca bovina y manganeso, produce 

perdida lenta irrevesible del manganeso unido al sistema 

liberac~r ce exige-no, ir,cuctenco pér·dio.a del cambio de 

absorbanc1a a 690nm atribuido a P680, lo cual se explica por el 

hecho de que los •ctdos grasos tienen dos sitio de acción uno entre 

la ~ecTitina y O.. y otro entre Z y P6SO C 91 l. 

- El cacalol es un sesqui~erpeno extraido ce la planta CaeatLa 

d.cOtR.pOsLta., el Cdcalol inhibe el transoorte de electrones a nivel 

ce la en:tma ltberaaora de oxigeno. El cacalol es la primera 
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sustancia descubierta d~ origen biológico que tiene como bl~nco ce 

acción a la en:ima liberacora de oxigeno.e 82 ). 

- Los estados de o>odación S:a v S• oel sts1=.ema l iberacior ae o«igeno 

regresan espor.taneainente la obscuridad al es~aoo Sa, Las 

sustancias A:JRY < acelerat1on of. oeact1vation reacttons of= water 

splitting s1stem Y >,como su nombre indica aceleran el decaimiento 

ee los estados Sz y S•. Este provoca una .1.nhib1c1ón en el 

transporte de electrones a nivel de o:adac:ión del agua. Debido 

ésto el ef.ecto ACRY se ve ~eJor a caJa .1.ntens1dad de lu: y baJas 

longitudes de onda donde la evolución de los estados de la en:1ma 

liberadora de o:dgeno no 

el e~ecto AORY C 92 ), 

tan ef.ic1ente y puede ser alterada por 

Los a9ente ADRY se caracter1:an por tener un grupo acidtco, 

siendo la ~arma an1ónica de la mol6cula la f.orma activa. 

Los agentes ADRY producen ~luJo de electrones c:iclico 

tnterr.o tcmando ele~trones de diversos puntos de la cadena de 

transportadores de electrones y u~ili:::andclcs para reducir los 

estados Sz y 5.9 trav6s de la inducción de cambios 

con~ormacion~l~~ o por la directa intervención de los agentes ADRY 

como transportadores de electrones. Algur:os agentes ADRY modi.fican 

otras reacc•ones reco~ ca~al1:::adas por el ~otosisterna II como 

d1Sm1nuc1ón Cel rango da la reacción da deactivación normal, 

inducción de la .,-=otooxidación del C1tC'550 y de los carotenos y 

aumento en el rango ce reducción del ac:arreaaor de electrones 

intermedio Z Totoo~naaco en cloroplastos lavados con TRISC 93.94). 

- Hay una gran vuriedad de iones met~licos oue a~~ctan el sistema 

11oeraaor oe o~igeno en el ~otosistema II. Los iones :::inc provocan 
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la gerd1da del manganeso del sitio catalit1co de la en:1ma 

liberadora de oxigeno con la cons1gu1ente 1nhibic1ón del transporte 

de electrones en el lado oxidado del ~otosistema Il algas. En 

cambio en les cloroplastos de plantas superiores el sitio de 

inhibición se encuentra m4s cercano al centro de reacción del 

~otosistema II C 99 • 9'I ). Los iones cadmio arectan tambi•n en el 

lado donador del rotosistema II actuando sobre la enzima liberadora 

de oxigeno. a bajas concentraciones de Cd<ND•>a se ve un e+-ecto 

desacoplante. el cual cambia por erecto inhib1dor a 

concentraciones mayores. Los iones Cuz• inhiben el transporte de 

electrones en cloroplastos de espinaca en varios puntos, los cuales 

son~ el lado oxidante del Totos1stema II, el lado reductor del 

rotosistema II cercano al centro de reacción. el citocromo e~ 

lado reductor del ~otosistema I y en la rerredoxina. El cobre se 

caracteriza porque a caJas concentraciones inhibe principalmente en 

el Totosistema II y a concentraciones mayores en el rotos1stema t, 

el cobre tamb1•n produce una inhibición mayor con una preincubación 

en la lu:, ésto es muy importante porque todos los iones met~licos 

actuan uniendose a proteinas membranales y cambiando de esta manera 

la actividad ~1siólog1ca de esa proteina, por lo cual la mayor 

inh1b1ción del cobre en la lu: indica que cambie con~ormac1onal 

producido por la lu: expone los centros reactivos del cobre 

aumentandose de esta manera la inhibición C rrT ~ Q8 l. 

Las sustancias que a~ectan el transporte de electrones a nivel 

de la oxLdación del agua cubre una gran variedad de modos de acción 

y caracteristLcas estructurales, lo cual determina que 

sobre el sistema liberador de oxigeno no tenga la 
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Tabla 3. Esto puece e~pli=arse por el hecho de Que el ~otosistema 

Il se encuentra ~mbebido en las membranas de los tilacoides de los 

grana y por ello se encuentra menos expuest.o a dstas 

sustancias.Esto determina que muchas de éstas sustancias sean 

particulGS pequeftos como iones o sustancias que puedan atravesar la 

membrana debido a sus caracter!sticas hidro<fóbicas. Sin embar90 

ciertas sustancias hidro~!licas puaden a~ectar el ~unc1onamiento 

del sistema l ioerador de c:~ii;eno actuando scbre el lado ext.er"'no del 

~otosistema 11 produciendo de esta manera un cambio con~ormacional, 

el cual a-Fecta la a.::tividad de la .en:::ima que se encarga oxidar 

el agua.Esto es consecuencia de la organi:ac16n de los distintos 

poli~ptidos que ~arman el Totosistema II.pu6s la en:ima liberadora 

de cid. geno se encuentra los mismos polip6ptidos que el centro de 

reacción del ~o~osistema II. 

En cuanto a la potencia de su acción,las sustancias Que por su 

modo de acción actuan directamente en el sitio catalítico del 

sistema liberador de oxigeno necesitan de concentraciones elevadas 

y en algunas su acción depende del oH;todo 6sto determinado por la 

diTicultad para llegar al sitio de acción: en cambio las sustancias 

que ac~óan sobre la parte externa del ~otos1stema II necesitan de 

conc:entraciones menor-es. lo que i.nd1ca Que no necesitan llegar al 

sitio acti.vo para eJercer su acción. 

El hecho ~e Que :alu:anina C y la ivalina a~ecten 

principalmente el transpcr·"te de electrones en condi~~ones 

desacoplantes~sugiere que estas sustancias se incorporan meJor 

cuando hay cambios con~ormacionales relacionados con la 

Foto~os~orilación y cuando si hay cambios conFormacionales debidos 



Tabla 3 ECecto de diCerentes compuestos en las reacciones de 

oxi daci on del. agua 

Compuesto Concentración ( ml1 l Y..de lnhibici6n 

aman i aco C 75> 10 100 

met1am1na C75> 100 100 

hidroxilamina•C75) 100 

TRIS.C95) 800 60-80 

OCl"lu•c93> 0.2 80 

cu2•• ccf•, zn2·•c99) 0.005 B0-100 

Cacalol •c82J 0.06 100 

ANT2P • C 92.l 0.0005 80 

DABS•C88> 1.5 50 

lvalina 
.. 

1.4 50 

zaluzanina e•• 1.6 50 

i Los números que est~~ al ~1nal de cada compuesto, representan la 

numer-ac:16n b.ibl io9r-á~1c:a. 

•• Son los ~empuestas car-acter-1zados en este tr-abajo. 
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al t.ranspcr~e .. de electrones ya c:ue ~l .~ransc_orte oe ~lectro!"'~S l:'~Z 

a~ectaao ~ue el desac:oolado en el cual el transporte de elec~rones 

ocurre a una mayor velocidad: ésto en conjunto ocasiona que los 

centro react:.vos a la ::alu::an1naC' v la ivaltna que estaban 

ocultos queden expuestos la acción de estas lact.onas 

sescu1terp4nicas produc1endose asi la inh1b1ci6n observada. Esto 

sugiere que una pre1ncubac1ón de los cloroplastos con las lactonas 

sesqu1terp•n1cas en la luz podría incrementar los porcientos ce 

:.nh1bic1dn observados. 

Adem.is de la zal~::anina C y la ivalina. solo una de las 

sust~ncias que ~1enen act1v1dad sobre La oxidac1dn del agua 

provienen de ~uentes naturales: el cacalol y algunos de sus 

Cerivadcs ~~~ a! ¡;ua! ~ue la ~aluzanina C y la ival1na es un 

sesquttercen= e inh1cen en mayor grado el transporte de electrones 

desaccpladc,lc cual puede ind1car que actuan de la misma ~anera. 

Sin e~bargo el cacalol mucho mAs potente que las lactonas 

sesQulterp•n1cas ce este trabaJo ya Que produce un lOOY. de 

1nhib1ción con una concentrac16n de 60 µM por 1.2 mH de las 

lactonas sesquiterp6n1cas. ésto sugiere la importancia del 

esaueleto sescuiterp6n1co u otros ~actores en la act1v1dad sobre el 

sis~ema 11beracor ce ox!ger.c.aism::.r.uyenco la 1.-npor~anc::.a c:el gr·upo 

a- met1 lene r-lactona c.onstC:?rado como el grupo reac1:.1vo de las 

lactonas sesQu1terc•n1cas. Probable~ente sea importante la 

partición de es~~s compuestos.lo que hace que queden lejos de la 

en::1ma que f"otcl1::a al agua.d1f"1cultando su acción y por ello se 

requieren concentraciones mayores. 

Estas sustancias son prcdu=tcs ce~ metabolismo secundario de 
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alguna plantas y se piensa que actuan como aleloqu!micos alterando 

las relaciones de las plantas que los producen con otras plantas y 

animales a-Fectando de esta manera el entorno ecológico de la 

planta. Los resultados obtenidos sugieren que la ival1na y la 

:alu:antna C ouecen actuar como ~gentes aleloou!~1cos inter~lr1endo 

con la cad~na de oxido reducción ce las plantas.aunque no se pueden 

sacar conclusiones ceterminantes al r-especto. 

En el estudio reali:ado se encontró que dos lactonas 

sesqu1terP•n1cas. la ivalina y la :alu:an1na C, producidas por 

plantas comunes en el altiplano de ~éxico actuan inh1bidores 

de l• reacción Ce Hill ac~uando a nivel de la chidación del agua; 

sin embargo. con los datos obtenidos en este trabaJo no se pueden 

s.:..::.:.1· .::o.-,.:.¡us.;.on-:s r·esp.::-c::to oi posible! pa.pei oe es'tas sustancias 

como aleloqu!micos y a.cerca de las caracter!st1cas estructurales de 

éstas lactonas sesqu:.terp,nicas que determinan la inhibición sobre 

la r-eacc:.ón H1ll. debido a las pocas sustancias disponibles para 

el ensayo. en un estudio anterior sobre el cacalol. otro 

~esquiterpeno, se vio la impor"""r.ancia ae los grupos hidroxilo del 

c.acalül ¡:¡ara Sl. actividad sobre el sistema l 1berador de o:dgeno. 

por lo cual los ~rupos hidroxllo de la ival1na y la :alu:anina C 

pueden ser ~amol•n importantes para dar la tnhib1c1ón observada. El 

!:iguient:e paso ccnsist1ria encontrar otros sesquiterpenos que 

actóel'\ soore el sistema liberador de oxigeno y realizar 

t:1oa::.-f1ca=::.ones cuim:.cas s:::Ore es"t:as sust.,;:i.nc1.-.s ... ¡ .,..;:""i:to 

d<:: este camo10 estructural sobre la a.ct1v1dad. relacionando de esta 

manera la activioaa con la ~structura para encontrar los grupos 

~unc1onales que determinan la actividad inhibitoria. 
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