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Introduccidén

La ivalina y la zaluzanina € son mieabros de las lactonas
sesquiterpénicas; las cuales se obtienen de plantas de la familia
Compositae,la cual es muy coman en México.

Este tipo de compuestos tiene numerosos efectos entre los
cuales se encuentra el de alelopatf{a, 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 efecto de los compuestos
ensayados sobre !a fotos{ntesis, ya que la mayorfa de los
compuestos que afectan a las plantas tienen como blanco principal
el transporte de electrones fotosintético y otros procesas
relacionados con é1.

Este efecto puede ser: bloqueo del transporte de electrones,
desacoplamiento de la sintesis de ATP o inhibicién de la
transferencia de energifa.

Para ello se midid el efecto de diferentes cancentraciones de
los cosmpuestos en la bomba de protones, sintesis de ATP y
transporte de electrones. Ademis se determinaron las reacciones
parciales de la reaccidén de Hill para conocer el sitio de
inhibicidén en la cadena de transporte de electrones.

De tos resultados de estos experimentos se puede conocer el
sitig y mecanismo de accién de estos compuestos. Los cuales pueden

tener una aplicacidn como herbaicidas.



ANTECEDENTES
FOTOSINTESIS
Estructura del sistema fotosintético -

La fotos{ntests se realica en daos etapas. La primera es la

fase luminosa donde ocurre la captac:ién ce la energlia luminosa por

: los pigmentos que abscrben 1a luz convirti:éncola en energfa
quxﬁi:a. En la segunda fase 1los productos ricos en energfa
obtenidos en la primera fase son utilx:an?s para fijar COz para
dar carbochidratos.

ta reacciédn gquimica global de la fotesintesis se puede
expreser como:&CO2+6HR0+LUZ=Coti20a+b&02.

Epn esta reaccién se puede observar gue se ha reducido el CO=z
sara formar cardohidratos y que los productos tienen més energifa
qQue las reactivos por lo cual se puede decir que en la
+otos{ntesis se util:iza la energfia luminosa para obtener poder
reductor y compuestos ccn mayor cantidad de energfa € 1 D,

En la reaccidn de la <fotosintesis se puede sustituir el
aceptor y donador de electrones por otros aceptores y donadeores
por loc cual la réac:xén queda A + F2D + LUZ = D + HaR. A esta
reaccién se le conoce como reaccién de Hill, -

En los dltimas afios se ha cescubierto la importanc:ia oe  ios
factores estructurales en el desarrcollo de la fotosf{ntesis. Uno de
las factores ge mayor 1mportancia es la presencia de un sistema de
membranas que permiten la formacidén de los gradientes
electroquimicos necesarios pare la formacidn de intermadiarios de
alta e}erg&a y la compartamentilizacidén de los distintos
componentes ce tal forma que exista una relacién adecuada entre

todos 1os compon2ntes necesarios para la fotosfntesis,



ce @ste Sistema-.de membranas i1nterpas se le conoce con el
nombre de tilacoices los cuales se caracterizan por tener un radio
superficie-voluaan muy aito. En los tilacoides se encuentran los
companentes nacesar:as para los primeros eventos ae la
fotosfintests C 2 ).

£n las plantas supericres este sistema de membranas internas
se encuentra roceado por una dable membrana formana® un organelo
celular: el cloroplasto.

ta mayorfa de los cloroplastos de las plantas superiores
tienen forza ca lantes circulares o eiongados con un  dirametro
miximo ce 3-10um, Una célula de =spinaca tipica contiene entre
20-60 cloroplastos cada uno de los cuales tiene un volumen de
Ssun® Cfig.1d>.

Estudieos con cloropiastos 1intactos bhan  demostrado que la
membrana interna ragula e! transporte de metabolitos a través de
elis mientras que la membrana externa es altamente permeable a la
mayoria de las sustancias de bajo peso molecular: estas dos
envolturas @stan Separadas por un espacio de 10~20um aunque se
encuentran unidas en ciertos puntos, la envoltura interna se
caracteriza por tener mayor cantidad de proteinas lo cual
coincid=2 con 21 gran ndmero df activicages enziddticas y  de
transporte asociadas a ella. Las dos membranas de la envoltura en
las plantas C» son lises. En contraste se pueden ver
'invaginaclones en oarcplastidios durante el enverdeciniento de
etioplastos y durante el desarrrcllo de cloroplastoss estas
invaginaciones tienen la firalidac de proporcionar espacio para
las enzimas y otros ma%eriales necesarios para el desarrolloc del

clorocplasto.



k§ matriz: del clcrapl;stu llamada tambisn estromé aoarca
tadas las estructuras y moléculas comprendidas entre la membrana
interna de la envoltura v los tilacoides, la mayorfa ce los cuales
son hzdfcsalubles. En el estroma a2l cloromlasto se encu2ntran:
las ¢nzimas gel ciclo de Calvin, los elementos necesarios para  la
sintesis proteica coma DNA.RNA,riboscmas,.etc.,.grinulos de almigddn
v los plastoglobul: los cuales estdn formados por lipidas v sirven
como almacén de cirertos 1lipidos memdranales qua se  acumulan
durante la degradacién de membranas via)as O en la obscuridad C33D.

Tados los sistemas de membranas del clorcolasto estan
estructurados ge acuerdo al modelo del mesaico fiuido camdn a  las
membranas bicldgicas. perg a diferencia de oOtras membranas. la de
los t:ilacoldes asta formada principalmente por lipidos polares no
cargados siendc los principales el moncogalactosildiacilglicerol y
el digalactcsilciacilglicerols su funcién es empacar grandes
complelos de pratelinas an  las membranas b:ioldgicas ademds ce
estab:ilizar regianes curvas de las mzmbranas cdebico 3 la
astructura cdnica que poseen y volver a la membrana gel tilacoide
cds Fluida. Per lo cuwal estos lipidos son  importantes en el
funcionamiento ae los ccmplejas de protefmas.otros lipi:dos gue se
encuentran también en las memoranas de los tilacoides son el
fosfatidilgliicerol, sulfogquinovosilgiicerol, fos+atigilcolina,
etc.C 4, 5 D).

Los tilacoides estan arreglados en uma rea continua de
membranas simples no apresagas, 1At € rconectagas con  memoranas
aprasadas de los grana. Solc la superficie externa e las regiones
no  apresadas esta an contacto directo con el estroma agel

cloroplasto conoe ozurre la fijacidn del CGz. mientras gue lea



superficie intarna cel 1laccude"en:ieri‘élél espacic™luninaly a1
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apilacas shn

xnaxvxduales ce los grana’pnr . el lumgn de. las dos
meabranas - es :antinup.‘Es:a asacia:ién'es t;l q;e cada disco esta
conectado a un-nGémero de menbrahas‘ heiicoiéélmente arregladas vy
cada una de estas Mmembranas esta conectada a .varios discos del
grana.

Este diferenciacién estructural en la paycrfa.de las Balantas
superiores de regilcnes apresadas y no apresadas es paralelo a una
diferenciacién funcional.

Se na encontracdeo una relacién entre el radio de regiones
apiladas y no apiladas y distintaos factores ambdbientales, por
ejemplo s2 Na encontrade una relacidén inversa entre los tilacoides
apilacdas v la intensidgad d= la lus, ciertos herbicicas proaucen un
afectc seaelante.

€n los tilaco:ides se encuentran los elementos nacesarios para
captar la luz v transformarla en energia quimica. Estos elementos
se encuentran estructurados en 4 complejoas protefnicos:
l.~-complejos captadores de luz, (LHC)2.- Dos fotos:istemas can sus
centros de reaccidén (FSIS.- un sistema para  sintetizar ATP
(CF1-CFo)4,- Citocromos sestos complejos interactdan entre sf
gracias a una membrana muy +luida en donde pusgen moverse

moléculas como la plastoquinona, plastoc:ianina, atc. Estos



complejos no estan uniformemente distribuidos en las membranas de
los tilacoides; esto se debe a que los complejos captadores de lu=z
(LHC) pueden ¢transferir su energla a cualquiera de los dos
fotosistemas existentes lo cual no es deseable y por ello los
fotos:istemas estan separados uno del otro y solo interactuan de la
manera antes descrita € 3 ).

La H'-ATFasa y el PSI se encuentran localizados en las
regiones no apresadas donde se encuentran el ADP,NAD’ con el cual
interactuan, en cambio el PSII gque interactua con una molécula
pequefia comao el agua se encuentra en las regiones apresadas, el
compleljo citocromo be/f se distribuye uniformemente en ambas
regiones (fig.2).

De lo anterior se deduce que los cambios en los radios entre
los tilacoides apresados y no apresados s una manera de cambiar
la relacién estequiométrica entre los PSI y PSII ¢ 8 D),

Se ha sugerido que el apilamiento de los cloroplastos es
mediado por el complejo captador de luz del fotosistema II. Se
piensa que algunas interacciones entre este complejo con algunas
sales inorgdnicas &5 el responsable de este proceso, esto se ha
camprobado porque si las tilacoides son lavados en un medio baijo
en sales se pierden los tilacoides apilados y una readicién
posterior de cationes invierte el proceso ¢ 1 , 5, 7).

Elemsntos de la fotosintesis

Pigmentos fotosintéticos

Cualquier clase de pigmentos por definicién absorben luz en
la regién del visible esto se debe a que tienen un sistema de

dobles enlaces conjugados.
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fig. 2 Modelo de la organizacion supramolecular de las

membranas de los tilacoides.PSI (¢ Fotosistema 1 >, PSII ¢
Fotosistema II ), CFoCFs ¢ H¢-ATPasa ), Cyt basf (Citocromo basfd.



El prxncxnal pxgmento Fotosxnt‘tx:c es la . clorevila,. En esta

mul‘cula el sxstema det enlaces conjugados T se  encuentra  en <l

anxllo panxrlnx:o, L1~ cual esta formado paor cuatrc pirroles

‘cxclxccs unidos entre si y.Que ‘'se encuentran conjugados con hg”.
A este’anillo se,encuentra unido un alcohol iscprencide de cadena
muy"largax) ei- fitol el cual le da a las clarofilas sus
:ar;cterlsticas higdrofébicas. Su Ffuncién es la de anciar 1la
molécula. en las regiocnes hidrofébicas de las proteinas
meab?analesf ademas de permitir ufa cierta orientacién del anillo
parfirinico en la regidn hidrof&bica de la membrana.

‘Ezzﬁten tres variedades ae clorofila. la clorofila a, by las

‘bacteriucloroFxlas: la clorofila @ se encuentra en las plantas
superiares ¥y en las algas. la clorofila & se orcuentra soio en las
plantas superigres y se diferencia de la primera en Qque tiene un
grupa formilo donde la clorofila a tiene un grups metilo, este
cambia produce un cambio en la hidrofobicidad ce las moléculas que
ocasiona que los espectros de absorcidn de ambocs pigmentos sean
ligeramente diferentes, la cloraofila restante H la
bacterioclorofila, se encuentra en las bacterias v se diferenczia
de las primeras en que un enlace sencillo es sustituido por un
enlace dable en e! sistema conjugado., esto provoca que &1 espectro
de absorcidn de la bacteriogclorofila sea tambi:en diferente aunque
el espectro de absorcidn tn wive de todas clarofilas depende de
ctros pardsetros como son uniones con protefnas, 1nteraccidn  con
otros pigmentos y otras condiciones ambilentales.

A pesar o2 que las clorofilas son los pigmentos mis
importantes para la fotosfntesis no son los dnigcos presentes ng

los gnicos que participan en la absorcidén de la luz.
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Aaroxxmaoa@ente 2l .3% ;‘el pesd ce l{pidos que .se encuentran
en -los txlacaideé cnrrespcn;!‘eh a ila‘s Vcaratenoi.des de. los cuales
los  sds :umuneé son la 'lutexna.y f-carotenoviclaoxantina Y
neoxantina. LOs cargtenos se caracterizZan por tener un sistema
extensivo 'de enlacés conjugados con una molécula cfclica unida en
‘:ada extremo. como resultaco de esto absorben fuertemente en el
azul, Sin embargo la ef:iciencia de la transferencia ge energfa a
las 4:10er"i13§ es muy baja, por lo cual se cree que su principal
actividad es la de prateccidn. Este procesao puede ser
ejeaplificado por el proceso de fotooxidacidn: las reaccionaes de
aoxidacidédn son faciiitadas por un gran ndmero de compuestos
coloridos que absorbsn luz en el visible como las clorofilasien la
luc= 2stos compuestos pueden catalizar la oxidacién de la mayoria
de los componentes ceiulares por el mecanismo de fotooxidacidén. En
este proceso la energfa de un estado de la clorefila llamaco
triplete excitaco gue se obtiene cuando no hay un aceptor de e se
transfiere al oxigeno para dar un estado excitado singulete del
oxigeno:

D + Hv = Dig Estado excitado singulete del colorante
Dxs = Der Estado exc:tado triplete del colorante
Dxy + Oz = Qa2

Por estas reaccianes el colorante actda como un
fotosensibilizador de la oxicac:én por activacidén del oxfigeno, el
estedc excitado singulete del oxi{geno es muy reactivo y puede
oxicsr snlaces dobles, grupes amins, etc., Srowocando la auerte
catular 51 el gafo es muy grande.

Las sustancias gue protegan a la célula de estos procesos son

los carctenoides los cuales atrapan la energia del estado triplete



excitado de la clorofila y lo liberan como calor sin oxidarse.

En ciertas algas se encuentran otra tipo de pigmentos gque se
encuentran en la superficie de los tilacoides formando agregados
can unas proteinas llamadas ficobiliproteinas, estos forman
agregadaos mis grandes llamados ficobilisomas. Existen varios tipos
de ficobiliprotefnas pero los mis importantes son la ficobilina vy
la ficoeritrina. Estos pigmentos son las Fficobilinas las cuales
estan farmadas por una estructura tetrapirrdlica abierta Y
probablemente son productos de degradacidén del grupo HEM. Estos
pigmentos se encuentran unidos a las proteinas por una adicidn del
grupe sulfhidrilo de las protefnas a un etileno del pigmento y por
la formacién de un enlace ester entre ambas moléculas.

Los ficobilisomas sirven como complejos captadores de 1luz
adicianales ya que absorben luz a una X donde nao absarben 1las
clorofilas ¢ 2, 8 ).

Complejos de Proteinas

El aparato fotosintético de 1los eucariontes contiene dos
fotosistemas cada uno de los cuales es un complejo multicomponente
pigmento-protef na, existen otros componentes protefnicos que no
contienen pigmentos: el citbs/f y la H' -ATPasa € 9 3.

La clorafila se encuentra formando agregados can las
protel nas quedando en forma extendida esto permite a).- Mantener
las distancias y arientaciones relativas entre los complejos
formadores de luz y los centros de reaccién para maximizar la
transferencia de energfa, b).- Crear distintos microambientes para
aumentar el espectro de absorcién de los complejos captadores de

luz c}.—- Regular las interacciones entre los cemplelos captadores
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de(lu: Y 10# centros de réaccxén' regulando asi 1a ‘absarzién en
;aéé Fatosistamas

L ‘Péravlievar el }ango de absorcién de-la luz & los niveles mds
" altos posibles, :aua.CR estd rodeado por pigmentos Que sirven coma
antenas (LHC). La luz captada por estos LHC es llevada a los
cgntrbs de reaccidén dando como resultado que se abscrba una mayor
cantidad de ernergfa gue s: actuaran solo los pigmentos del centro
.. de reaccién, Por lo cual cada fotosistema esta Formado por un RC y
su complejo captador de fuz C 6, 10 , 13D,

El fotosistema Il es un ensamble de proteinas cen :farnF;las
unigas ., el cual es capaz @2 reauc:ir por med:io cde la luc & la
plastoquinona recuperando electrones del! agua.Para afectuar el
transporte de electrones en 21 centro d2 reaccién se necesita una
clorofila @ especial llamaca F680, I o m&s dadores de electrones
que actuan del ladc oridadc del centro ¢e reaccidn un  acsptor
intermediario de electromes probablemente wuna feoFitina vy dos
qUINONas gue ac:lan CTAC aceptores primarios y secundarios;  todos
estps elementeos se ensuentran unidos a coistintas orotefras. El
donadcr primario P580, la feofitina, los aceptores primario vy
secundario se encuentran unidos a la protefma Dt con un peso

molecular de 32 kD. y Dz con un peso molecular de 54 kD. Las otras

f €l Cenbtro de rescCidn se @ncuentran unidas a

otras ©os protefnas con pesos moleculares Ze 43 y 4T kD, Txdas
estas protefnas permitsn mantener un orden y orientacidén entre los
componentes del cenatrc de reacc:ién € 11, 12 D,

En el LHCII que rodea al CRII se encuentra 1a mitad de las
protefinas y clo-ofilas que hay en los tilacoides 1i1ncluyendc la

mayaorfa de la cloro+ila &,carotenos y xantofilas, ‘la proporcién ge



claréf-’ilai a.&.céréleﬁcs. xantofilas es 4:3:2:1.y el r#dxn asd  es
de 1-1.4.»é5€6§ pigmentns s encuentran unidos a unidades formadas
por trimeros de 2 péptidos cuyo peso malecular es de 24-27kD., vy
se 'puede teﬁer hasta J00. moléculas de clerofilas. Las LHC I}
tienen otreo fragmento llamado CP29 el cual se dice gqua es un LHCII
interno el cual sirve para unir el CR con el LHCII.

El LHCII no saolo sirve como antena sino qQue contribuye a la
diTerenciacidén d= la membrana del tilacoide en zonas apresadas vy
no apresadas asto se logra mediante la interaccién de ciertos
res:icduos cde poclipéptidos del LHCII con las membranas de los
tilacoides: deoicdo a éstoc y a la lateralidad en la distribucidn de
los fotosistemas. ! LHCII regula la cantidad de energla de
excitacidén absorbida por los Fotosistemas, esto ests dado por la
fosforilaci1én de ciertos péptidos del LHCII el cual pasa asi  al
estaco [I., lo cual hace que se una preferencialmente al PSI.
Cuando este complejo no esta Fosforilado pasa al estado [ y se
encontrarid en el PSII: la enzima que realiza esto e€s una cinasa
gque se encua2ntra unitda a la membrana de los tilacoides cuya
actividad es regulada por el estado redox de la plastoguinona. La
fosforilacidn aumenta 1a carga negativa y por repulsidn de cargas
evita la formac:6n de los sacos € 9 ).

El fotosistema I 25 un ensamble de protefnas a las cuales
estan unidas las clorafilas y otros pigmentos. que son capaces de
produzir un oxidante oébil inducido por la luz, el cual ouida a la
plastoquinona y un raguctor fuerte capat de transferir electrones
a2 la ferredoxina. Los compocnentes de esta transferencia de
electrones son la clorefila a. del centro de reaccién llamada F700

la cual se 2ncusntra unida Jjunto con otras clorofilas @, a dos



pnlxp‘p:zacs a= 7ﬁvD.un a:eptci 1ntermedxarxo y

estab!es de electranes que son nroteinas FeS -de baja pu:nn:lal

mu:hu txempo. la e»xsten:xa ‘de un LHC! ncnﬁlogo ha

ae'

su Fcrmadn por & polzp‘pthQS‘

R.-acc.lon.s Luminosas

-:Eventos primarios de la fotosintesis

‘La-fotosi{ntesis es el proceso bioldglico por el cual se
c:{ri‘i/fx'erte la' radiacidn electromagnética en energfa guimica.

i

Es en el centro de reaccidén donde ocurren las primeras

1
rg;acéxones fotoquimicas las cuales consiste en una transferencia
de electrones inducida por la luc de un donador Ds a un aceptor.
esta energ{a es conservada en la separacién de carga y s usada
por los organismos para llevar reacciones de transferencia de
electrones que proveen energfia para la sintesis o compuestos
ricos en energfa conc el ATP C 13 ),

Cuando un fotdén es apsnrbxcc por un 4tomo o molécula su
efecto es cambiar 18 configuracidén de la carga eléctrica ascciada
a la valencia. Como este estado tiene m&s energia que el estado
basal se dice que !a molécula esta excitada. Esta transicidn se
lleva a cavo solo bsjo cilertas condiciones preglichas por la
mecdnica cudntica.

En los pigmentos varios factores tienden a  engrosar estas

regionas en bandas como lo son los dobles enlaces . conjugados.
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dedido a‘ qun Cads‘ dable ;énla:e ‘cnnJugado agrega ‘un par de

=1ectrcnes compartxdcs pnr el sxstema :on;ugadn como un todo, por

<le tento el erectc del sxstema cnn)ugada es el de disminuir 1la

nran:x:xén E tre el estauo basal y el  excitado; craando varios

; n:e mﬂaxcs por lc cual, estas sustancias absurten fotones
,con una A nenur. Otrcs Factoras qQue i1ncrementan el némaro de

'estadcs cuintxcu= puslbles. energia vibracional vy rotacional de

las moltculas.;

g Cuando‘un fotén de' energia apropiada llega a una clorofila el

p)gmﬂnto entra =nkun Es.adu excitado en xo . Hay dos o3STITSS

ex:xtados en’ 15 :laruF:la a. el primer estado excitado producido

‘por.la lu- rc;a y el tercer estada excitado producicdo por la 1luzs
_ul. A

Para. los proﬁésitus de la fotos{ntesis el nivel energético
mis importante es el primer estadc excitado singulete Si. Las
:moléculis elevadas el tercer estads evcitado singulate S8 ragresan
rdpidamente a &1 a traves de las transiciones de energfa
vibracional y rotac:ional liberandose calor durante 2l proceso; a
@sto se llama convers:iédn interna. debido a ésto un fotédn de luz
azul no ca mds energia que uno de iu:z roia.

Una vex gue la clgrof:ila se encuentra en el orimer estado
excitaco singulete, pussz seguir varias vias comd son conversidn
interna con libe2racién ge calor, puede regresar al estado basal
emitiendo el fotdn abscrbido comg fluorescencia, puede entrar a un
estado dge excitac:én diferente llamado el estado triplete, puade
mransFerir su energi{ae 3 Stra clorofiia o puege entrar en und
reaccidén quimicza.

£1 estado triplete se diferencia del singulete por la
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ori1entacién: del’electrén. es’ decir por’ nimero’’ de” shin, este

‘estado se dice ue és‘mé:ééstéblé.po?que'«ﬁay"bocns?~eventcs aue

elprimer estado excitadoisingulete depende

'ne'i$‘§elﬁcxdad én‘qﬁe'ncurran?‘caﬂaj uno  dé ‘los eventos, este
es:;uu dura 2x10'°§. }

La:mayéria de 1ns pigmentos en el clorcplasto no  toma  parte
en’ 'los procesos quimicos de la fotosintesis.., la mayorfia sirvae
cemo antena y por ello tienen que trans;erxr la energia que
absorbieron a los centras de reaccién. Para que esto funcione
correctamente se debe tener un mecanismo por el cual se transfiera
la energla entre las clorofilas con gran eficiencia y velocioad
para que supere a los ctros eventos posibles € 8 J.

Cuando el tiempo de transferencia es mayor al tiempc de

'relaJaczén vitracional intramolecular (107%s.y, Scurre una
transferencia unidirecional. El estado excitado oe la molécula
donadora se relaja a un estado vibracional basal antes de
transferir su energfa al aceptor. Después de la transferenzia. la
molécula aceptora se relaja vitracionalmente y cae la resonancia
con el donacor. el proceso inverso ocurre2 solo si el estado
excitadc del aceptor es mayor a un  estado  vibracional mayor. A
esto se llama la tooria de Forster.

Cuando el tiempo es menor al tiempo de relajacidn vibracional
intramolecular acurre la transferencia bidireccional. En ells un
cuanto de ensrgfa puede ser transferido repetigamente entre
nmiveles de resonascia vibracional cel donacdor vy acegtor. En el

extremo la energfa sa deslocaliza &n varias moléculas que



interactuan fuertemente . A este procesc se le llama excitén € 10,
13 DJ.

‘El camino que sigue esta energfa hasta llegar a la clorofila
‘del centro de reaccidn se piensa que es una caminata al azar. Otra
Bipétesis dice que cada centro de reaccién esta rodeado por un
agregado fijo de pigmentos, se cree gque la realidad es una mezcla
de ambas 1deas. El centro de reaccidén tiende a captar la energfa
de los LMC porque tiene una energia de absorcidn menar a las
clorofilas del LHC.

Cuando la energfa absarbida por el LKC alcanza a un centro de
reaccién eleva a la clorofila de este centro de reaccidén a un
estado excitadao singulete S1 lo que hace a esta molécula un
donador de electrones muy fuerte, ya que un electrdn en este
estado esta unido més debilmente y por ello es transferido
ripidamente a un aceptor de electrones vecino. Para que esta
transferencia ocurra en un alto porcentaje debe vencer 1las oatras
vias que puede seguir el estado excitado singulete, ésto se 1logra
porque este estado es relativamente estable por su baja energia
< 8.

Una vez que ha ocurrido la transferencia de electrones la
e&nergfa luminosa ha sido transformada en una separacién da carga,
es decir en energla eléctrica. Para que esta reaccién tenga lugar
el donador y el aceptor tienen gue estar lo mas cerca posible y
tener una cierta orientacidén, lo cual es proporcionadoc por las
protefnas de los centros de reaccidn. La recombinacién de la carga
debe ser evitada para impedir la perdida de la energfia, esto se
logra por medio de una cadena de aceptores de electrones que van

alejando las cargas entre s{ y por una cadena de donadores oe



‘electrones que réduce aF* ¢ 140,

Hay’pus si1stemas de aceptores de electones. uno gque contiene
quinonas con fierro y el otro mis reductor con centros Fe-S. estos
dos sistemas aceptores estan organitados en dos fotosistemas segan
el sistema de transporte de electrones de Hill-Bendall (fig
3,4.).Este modelo se basa en la siquiente evidencia experimental:
a.~ Se requieren 8 cuantos de lu:z para producir wuna molécula de
axfigenc. b.~ la menor eficacia en la fotosfintesis a lang:itudes de
onda maycres a &685nm. y el efecto sinergistico de 1lux con
longitudes de onda menores.. €.~ la presencia de dos ciltocromos
cuyos potenciales difieren por 0.4v d.—- ia estimuliacién del Fflujoc
de electrones cuands hay fosforo ( 15, 16 D,

En el fotosistema II se realiza la transferencia de
electrones de P68B0O, la oxidacidén de agua y la resduccidn ge la
plastoquinona.

El donador de electrones del fotosistema II es una clorofile
especial llamada P&80 llamaca asi para reconocer l& longitud de
onda de ma&xima absorcién y ubicada en el interior de la membrana.
Cuando ésta molécula es excitada por un fotén llega al estado
excitado singulete P.bEO en donde cede un electrén al aceptor
primario llamado I, el cual es una feofitina, esto nos deja un par
P'680-1". Fara evitar la recombinacién de la cargas existen dos
vias de transferencia de electrones conectadas a P6BO.

Del lado oxidado se encuentra el donador primario 1lamado 2
el cual se cree que es un resto de tirosina en D1 el cual conectd
a P6BO con la encima liperadora de oxigenc. En el fotosistemea I
se forma un reductor moderado y un oxidante muy fuerte que es P.

el cual puege extraer electrones de Z el cual a sa  ve: al
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sistema liberador de ouigeno. E1 problema es que la oxidacién dgel
agua libera cuatro protones simultaneamente mientras que PT480
puede aceptar electrones de uno en uno por lo cual se requiere que
el centro liberador de oxfgeno tenga un sitio catalftico que actde
como un acumulador de eguivalentes oxidantes y de esta manera
prolongar la oxidacién del agua. Este sitio catalftice incluye un
ndcleo de manganeso tetranuclear al cual se unen 2 moléculas de
agua. Cada uno de los =2gquivalentes ox:idantes necesarios para 1la
formacién de oxigeno a partir de agua son guardados en los
diferentes estacos de oxidacidn de ndcleo de manganeso produciendo
as{ diferentes estados de oxidacién en la enzima liberadora de
oxigenc los cuales son llamagos Suii= 3,1,2,3,4 ) con el estado 3Se
gensranco espontaneamente oxi{genc del agua y regresando al estado
inici1al So. Por lo que cada eventa fotogquimico 1lleva al sitio
catalitico de un estado S a un estado Siet, por lo tanto es una
reaccidn entimdtica multipasos en el cual el sustrato ( agua )
esti uni1do en un pasc tamprano en el mecanismo y es oxidado
secuancialmente para dar oxigeno.

Entre cada reaccién luminosa hay reacciones obscuras que
involucran la reox:idacién de 2.

SoYo5a Y g2t s 5.+ 2rRO--Q2vaH”

Durante el paso ce So a Ss v de Sz a S’ se puede detectar la
iimeracidn ae protones por ei complejo &l @spacis  luminmal, ctros
dcs protanes san licerasss simultaneamente con el oxigeno al pasar
da Se a So.los estacos Se y S+ son estables en la obscuricad

13
debido a4 que ios estads

de oxidaciédn cel! manganesc eh  es0Ss
estados ( il. III ! son establas en el cloroplasto, los estacos

maygres aecaen espontaneanente e€n la obscuridad a S1 gebido a que



los estaabs de oxidacidn del manganeso en estos estades « IV ) no
son estables en el cloroplasto. Se cree gue en 2ste proceso  esta
invoglucrado el citocromo bsse va que estas estados son
potencialmente peligrosos para la célula,y se han propuesto varics
modelos estructurales para la enzima segdn los datos anteriores
Sin embarga no se conoce adn la estructura de esta enzims.

El si1tino catalitico del sistema liberador de oxzfgeno se
encuentra en el lado interno de las protefnas D1y Da. Fara su
actividad se requiare la presencia ue ignes cloruro y calciz los
cuales estabilizan los distintos estados de ounidacién de2  1la
enzima. Todos est0s canstituyentes estan rodeados por protefnas
higro+ilicas de 3%,23,17 kd las cuales se encargan de proteger al
sitio activo € fig.5 , 17 , 18 , 18 ).

La secuencia de reacciones globales es :

ZP680" -2 Peg8O—-—~Sn2"—~5n+12

Del lado redguctor, I traslada su electrén a Ga y ésta a OC»
las cuales son fierro-quinohas unidas a la proteina del centro de
reaccién y que solo pueden transportar ! electrén. E1 paoel del
atomo de hierro en estas Qquinonas nao s conocido Dues No
participan en las reacc:ones redox como el grupoc Hemo de los
citocromos. Por ¢ltimo Os sirve como enlace entre el centro de

reacc:4n y el pool de plastoquinona ubicado en la parte extericr

g2 la mEnbrana. 14 plastoquinona al recibir dos electrones toma
dos protones del medio esxterne y regresa  al interior de la
membrana por medio del complejo citocromo be/f € 15 ).

El citocroac be/F se encuentra en el interior de la membrana

del tilacoige. Estd formado por 1 citocromo f unido a una protefna

de 34+33Kkdg, 2 citacromas be y una prateina con un  centro JFe-2S
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fig. S5 Evolucidén de oxigeno por el fotosistema

Estructura de polipeptidos y cofactores inorganicos.
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llamada protefna de Rieske., Los citocromos se caracterizan por el
modo de unién del grupo Hemo a ta prote{na, prapiedades
espectrales y el potencial redox del fierro del grupo Hemo. En el
citocramo ¥ el grupo Hemo estd unido covalentemente a la protefna
mientras gque en los citocromos be el grupe Hemo no lo estd vy
participa en el flujo ciclico de electrones alrededor del
compleja € 2 D.

Este complejo tiene dos sitios de unidn para la glastoguinona
unc ubicado en el exterior llamado Gc dande se une FG y otro
llamado Gz ubicado en el interior de la membrana donde se une el
plastoquinol, Este plastoguinol cede sus electrones
simultaneamente al citocromo £ y al citecromo be dejando sus
protones en el espacio lumimal y GOz es reemplazado por atro
plastogquinol. De los dos electrones cedides uno sirve para redu:"ir
la plastoquinona ubicada en G¢c a traves de 1os citocromos be vy el
otra es transferido via proteina de Rieske a la plastocianina. En
otro ciclo de reacciones la plastosemiquinona de Qc es reducida a
plastoquinol siendo sustituida por otra plastoguinona, esto
permite la formacién de un gradiente electrdnico a 1o largo de
este compleso C 20 J.

La plastociamina es un transportador mévil de 1 electrén que
une el complejo citocrome be/f con el fotosistema I. La
plastocianina es una proteina c¢on cobre ubicada en la parte
interior de la membrana con un potencial redox de 0.37v.C 2 ).

El siguiente elemento del transporte de electrones es el
fotosistema I donde ocurre el segundo evento fotoquimico. Cuando
el pigmento del centro de reaccidn P700 absorbe un fotén pasa 3l

estado 2xcitado singulete F.700. el cual cede un electrén a una



malé:ﬁlé écep;ura ubxca&a en Ei mismoe centro de reaccidn, la
nrientacx¢n del centro de reaccidn asegura gque la separacién de
:Afga sea perpendicular a 1a superf:cie de ta membrana produciendo
con el el fotosistama Il una diferencia de potencial eléctrico
transmembranal. La primera molécula reducida por P'700 es una
estructura similar a la clorofila e llamada Ao. La separaciédn de
carga P'700-A0, es estabilizada cuando A transfiere su  electrédn
al aceptor secundario MAa cuya identidad quimica es desconocida.
Los siguientes aceptores de electrones son Fa.Fa.Fx los cuales son
centros 3Fe-45 asociados a los polipéptidos IV, V, VI. del centrc
de reaccidén.

Par su potencial redox Fx £3 un aceptaor anterior a Fa y FB,
los cuales actuan en paralelo. Estos compuestos son reductores muy
fuertes y pueden ser wutilizados para reducir nucledtidos de
piridina o producir ATP por un flujo de electrones cfclico € 15 J.

Estas protefnas reducen a la ferredoxina a través de la
sustancia reductora de la ferredoxina. La ferredoxina es una
proteina hidrosoluble ubicada en el exterior de la membrana gue
aceopla la transferencia de electrones entre el fotosistema y NADP”
para formar NADPH.

Esta reduccién es catalitada por la ferredoxin—-NADP reductasa
que esta asgciada con la superficie de las regiones no apiladas de
los tilacoides. En este proceso se cambia de un transportadar de 1
electrén como es le& ferradoxina a uno de 2 electrones como es el
NADPH por lo cual esta enzima tiene en s5u grupa prostético un
grupo FAD".Este grupo al aceptar dos electrones toma 2 protanes
del medio externc para formar FADH:. Fainalmente el NADF’ toma los

electrones y un protén del FADH2 formando NADPH.



Cuan#u ﬁ;"térmxnédc 51 £Fansﬁ6r€é aéIZ éié:t;ones de - agua a‘
NADPH.~naH'desépare:ido tres protones qel'exterxuf y han aparecido
:patrn nré:unes en el interior esto provoca la  aparicién de un
gradiente electroquimicc transmembranal de H® gque sera utilizado
para la sfintesis de compuestos ricos en snergfa como el ATP. De
esta manera, durante el transporte de electrones se obtiene la
enargfa y el poder reductor necesarios para reducir el COz a
carbahidratos que se efectua en las reacciones obscuras de la

fotosintesis ( 2 J.

Fotofosforilacién

Durante el transporte de electrones se produce suficiente
energla para formar ATP; se han desarrollado diferentes teorias
para explicar como se acosla este transporte de electrones coan la
fosforilacién del ADP a ATP. ta m&s aceptada es la tequa
quimiosmdtica de Mitchell; en ella se propone que el flujo de
electrones vy la fosforilacién estan acoplados indirectamente a
través de un potencial electrogquimico de iones hidrégena a través
de la membrana. Este potencial se produce porque durante el
transporte de electrones se conducen protones hacia el interior de
los tilacoides. A consecuencia de ello se crea un potencial
electroquimico cde protones a travées de la membrana., Este gradiente
consta de dos componentes: uno de los cuales es una diferencia en
la concentracién de protones ( ApH ) y =1 otro es una diferencia
ags potencial eléctrico( A¥ ). La sintesis de ATP se lleva & cabo
por un flujo de protones en sentido 1nverso es decir a favor del
gradiente.

La teorfia quimiosmdtica enfatiza la importancia de reacciones

2



vectoriales las cua.es llevan a una transferencia de protones a
través de la membrana.Esta hipétes:s tiene 5 postulacos:

1.- Las reacciones acurren €n una membrana impermeable a protones
la cual separa una regién de otra, esta membrana proparciona un
medio internc controlado.

2.- £En el flujlo de electrones se alternan acarreadores de protones
con moleculas qgue solo pueden transportar electrones. Estas
reacciones secuenciales ocurren en lados opuestos de la membrana
con una geometria restringida regulada por la cancentracién de los
acarreadares de protones y electrones. El empleo de este sistema
es posible parque laos protones son solubles en agua mientras que
los electrones no. Al :nteractuar una molécula que porta un atomo
de hidrégeno completc con otra molécula que soloe transporta
electrones. se libera el protén a la soluciédn acuosa. S1 luego el
acarreador de electrones cede su electrén a un acarreador de
nidrégenos, éste tcaa un protén de la solucidn. De esta manera en
los cloroplastos se toman protones del medio externo y son

liberados en el medio internc. El efecto neto acopla el +lujo de
electrones a la traslocacién de protones hacia dentro.

S.—- El fluse de electrones hace que el medio interno sea mis Acido
y electricamente positivo lo cual crea un potencial eléctrico.

4.— E1 qradiente de gprotones consta de dos componentes un
componente es la diferencia de concentracién o actividad quimica
ae los protenes a ambos lados de la membrana, la carga eléctrica
lievada por los protones da lugar al segunao companente 3z iz
energla del graciente. Dehido a la diferencia de concenirac:i1dn e
protocnes y potencial eléctr.co los prctones tienden a fluir en

sentido inverso. a esto se le llama fuerze orotonmatriz ¢ pm¥
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cuya ecuacidn es:
_pmfC mv )=Ap+RT/F (ApH).

Esta es la fuerza que promueve la sintesis de ATP.

S.- La pmf farma ATP a través de una enzima membranal cuya
actividad es vectorial. El1 efecto neto es 1la traslocacién de
protones por cada ATP escindido. Por lo tanto la hidrdlisis de ATP
aumenta la pm+ y por ello un pmf elevado promueve la reaccién
inversa.

El fenomeno de acoplamiento resulta del hecho gque la
traslocacién de protones es obligada en el transpoarte de
electrones. Una vez que la actividad de protones es muy elevada en
el interior del tilacoide, estos tienden a salir y como 1la
membrana es impermeable a ellos, solo pueden salir produciendo ATR

El acoplamiento es tal que 1la sintesis de ATF regula la
velocidad del transporte de electrones pues cuando hay sintesis de
ATP la energia del pmf se consume por la cual se debe de aumentar
la velocidad del flujo de electrones para mantener el pmf. Ademis
el transporte de electrones se vuelve mis lento cuando hay un pmf
elevado pues es dificil seguir bombeando protones al interior baljo
estas condiciones. Cuando el pmf es disminuido el bombeo de
protones al interior se vuelve mds facil y por lo tanto se acelera
el transporte de electrones.

Es impaortante notar que la membrana de los tilacoides es
permeable a varios iocnes como cloruros.K’,Mg".Ca".pcr lo cual
hay un transporte de estos 10nes simultaneo a la traslocacién QE
protones en ambos sentidos segun la carga del idén: esto ocasiona
que en los cloroplastos el potencial eléctrico transmembranal

desaparezca, con lo cual el dnico miembre del gradiente es la



difereacia de pH transmembranal € 21 , 26 3.

La si_pteszs de ATP en cloroplastas es catalizada por una
enzima que transloca protones la cual consiste de daos partes: CF1
«Gue es una prateina externa a la membrana y expuesta por lo tento
31 estroma darce esta el pool de ATP y CFo que es un agregado de
protefnas hidrotébicas embebidas en la membrana. CFi contiene los
sitios cataliticos de la H-ATPasa y CFo une a CF1 a la membrana vy
sirve como canal de protones.

CFi1 puede verse en las microfotografias electrdnicas como una
esfera de 90 A, Se ha calculado que tiene un peso molecular de
32526kD y estis Tormada por S polipéptidos llamados o de S9kD. 3 de
S6kD, r de 37kD, & de 17.5kD v £ de 13kD los cuales estan an una
estequiometria de 3-3-1-1-1 respectivamente.

El sitio catalftico y las sitios de unién de nucledtidos
reguladores estin en a y (3 los cuales estan en el exterior de la
membrana. » esta envuelta en la traslocacién ae protones ademis de
ser el sitio de unidn de ¢ . & es necesaria para tener rangos
miximos de fosfarilacion. &£ inhibe la actividad enzimitica de
hidrélisis de ATP de la enctima al bloquear el canal de protones vy
participa en la latencia de CF: en vivo durante la obscuridad y en
la regqulacién de la actividad de la enzima.

CFo esta formado por tres cadenas palipéptidicas I.
IX,Ill.las cuales forman un octimero que sirve de canal para los
protones ¢ 22 D.

El mecanismo Qgue utiliza 1la ATPasa para sintectizar ATF
implica cambios conformacionales producidos por la traslocacion ce
protones a través ae la enzima. Se sabe que tanto el ATP como el

ADP  estan umdos 2 dos sitios en C£F: cada uno. Estos  nuclsstidos
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fuertemente unidos participan en reacciones de intercambio, las
cuales son pasos de la reaccidn global de sfintesis de ATP. Las
reacciones de intercambic ATP-ADP ocurren sin 3aporte de energia
Pues ambos nucledticos estan unidos a la protefna. El1  ATP
resultante solo podria separarse con la adicién de la enercgifa
proporcicnada por el flujo de protones la cual ocasiona un cambio
conformacicnal que libera al ATP.

La energfa derivaca de la reacciones redox se transforma en
cambios conformacionales en CF:s que cambian la afinidad de la
enzima por los nucledtidos. El ATP se encuentra unido a CFs en  un
compleso nucledtido-CFi. Esta conformacidn es estable y puede ser
aislada. Con energfa proveniente del transporte de electrones el
ATP es liberado opor un cambio conformacional ascciado a la
energfa, regresando a su conformacién original € 23 ).
E~-ADP+Hv= E-ATP+Hv=E+ ATP E+RDP=E-ATP.

Hay varias pruebas cr{ticas para la teorfa quimiosmdtica las
cuales son: 1.- La reiacidn de protones traslocados a electrones
transportados debe ser estequiométrica con el ndmero de sitios de
conversidén de energla en la cadena ae transporte de electrones 2.-
Los protones consumidos por €l gradiente y el ATP sintetizado
deben tener un rangc estequiorédtrico de uno o dos protones por ATP
y 3.— Se debe establecer un gradiente quimico minimo para que
ocurra la fosforilacidn C 24 .

Una suposicién fundamental de los modelos ce membrana de
transduccidn ge energia es que se transfieren dos protonhes por
cada lugar de acoplamiente. €n 1ns cloroplastos se translocan 4
praotones por cada par de electrones transportados., lo que produce

una relacién H' /0 de 4, ademds se requieren 3 protones por cada
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ATP sintetizado por CFt. por lo cual se tiene ague se forman &
moléculas de ATP por cada I pares de electrones transportados.

Se ha calculado que la pmf producida por el gradiente
electrogquimico es de 4.8 kilocal/mol de protones.Dado que por cada
ATP sintetizado retcrnan 3 protores a través de la membrana, se
dispone de 14.4 kilacalorias para la fosforilacién, lo cual
coincide con la energia libre necesaria para la formacidén de ATP.

Ademds de la fotofosforilacidn que se realiza en el fluia
normal de electrones, puede formarse ATP por medic de ua flujo
ciclico de electrones alrededor del PSI. Este flujo de electrones
se caracteriza por no producir agentes reductores y funcicna

cuando el poal de NADP'es pequefio y se requiere ATF € 25 ).

Reacciones Obscuras de la Fotosintesis

Burante las reacciones luminagsas de 1la fotosintesis 1la
energfa luminosa del sol es utilizada para generar compuestos
ricos en energfa como el ATP y agentes reductores como el
NADPH, las cuales se encargan de reducir al COz durante las
reacciones obscuras de la fotaosintesis.

El ciclo de la reduccidn de pentosa fosfato es la via
biocquimica tdsica por la cual el COz es convertida en triosas
fosfato durante la fotosintesis. Esta via se encuentra en la
maycria de laos organismos gue efectdan la fotosintesis. En otras
plantas llamadas Ce existe una via adicional llamada Ce en la cual
el COz es incorporado primerc al fosfoergipiruvato y despues es
liberado para fijarse por el ciclo de la reduccién e pentoss

fosfata o llamade tambien cicle de Calvin., La funcidn del ciclo Ce
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es utilizar ATP nara' traer.~ carbono a los cloroplastos para
pr_oduci‘r' una concentraqién'ae COz eleQéda, y mantener baja la
. act::.vidad de ﬁxigenasa de la Rubisco, V\ur‘xa enzima del ciclo de
Calvin,

Las enzimas del ciclc de Calvin se encuentrarn en el estroma
del cluruplasiu, son solubles en agua, en el ciclo hay solo tres
pasos en los cuales se caonsume el ATP y NADPH.

E£1 ciclo de Calvin puede dividirse en tres aspectos:
carboxilacién, reduccidn y regeneracién del aceptor de COz2; en el
ciclo de Calvin la ribulosa 1,5 difosfato carboxilasa cataliza la

agicisn da CC2 &

= ritulcsa 1,85 difosfats con la
formacién de dos moléculas de fosfoglicerato ( PGA ) que son
reducidas a triosas fosfato a expensas del NADPH. De estas trigsas
fosfato una se guarda como producto mientras que otras cinco se
utilizan paras regenerar el aceptor de CDz.

Una vez que se han formado las triosas fosfato estas pueden
seguir diferentes vias metabolicas como la formacidén de almiddn en
el cloroplasto el cual puede ser el 40% del COz +ijado, 1la o©otra
via metab&lica da lugar a la formacién de sacarosa en el

citoplasma lo cual implica que las triosas fosfato son exportadas.

Ciclo de Calvin

€l primer paso del ciclo de Calvin es la reaccién de la
ribulesa 1,5 difosfato carboxilasa en la cual €0z y agua son
combinados con ribulosa 1.5 difosfato.En el proceso ésta molécula
es rota entre los atomos de carbono 2 y 3 para dar dos moléculas
de fosfoglicerato ( PGA ). El oxfgeno puede competir con &l COz

para dar 1 molécula de PGA y una molécula de 2-fosfoglicerato.
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Camo el oxigeno caompite con el €Oz por el sitio catalftico - el
rango de la reaccién es determinado por la concentracién de los
dos gases.

La ribulosa l.S5-aifosfato carboxilasa tiene un pesc molecular
de SSOkD y estd farmada por B subunidades de SSKkD sintetizadas en
los ribosomas del cloroplasto y que contienen el sitio activo vy
atras 8 subunidades de 15kD las cuales son sintetizadas en el
citoplasma; esta enczima regquiere das caofactores para activar a la
enzima que son Mgz' y CO2. La forma itnactiva Je la enzima se une
primero can C0z en forma lenta y este compleso se une al 1én
magnesio para faormar el complejo activo.

E + CO2 = E-COz + Mg*"=EC-C02-Mg*'Complejo active

La carboxilacidn ocurre cuando otra molécula de CO2 reacciona
con la encima. I:a molécula de COz que forma el complejo activo no
participa en la reacciédn quimica.

La concentracién de €Ox en el estroma es controlada en las
plantas por la enzima anhidrasa carbdnica, de tal manera que el
COz utilizado en la reaccién es sustituido por una molécula de
bicarbonato.

Si se quita el COz y el ng” se forma el compleio inactivo,
por lo cual la actividad de la enzima es dependiente de estos dos
factores. E1 qu’ es proporcicnado porque durante el transporte de
electrones se bombean estos iones hacia el estroma del cloroplasto
a contracorriente de la bomba de protones.

En la segunoa reaccidén del ciclo de Calvin se fosforilan los
¢ PGA ) hacia difosfogliceratos ( DPGA ) esta reaccidn es
catalizada por la 3-fosfaglicerato cinasa. En este pasoc se consume

1 ATP.
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La reduccisn de DFGA a gliceraldehido focsfato es catalizada
por una NADF-Deshidrogenasa que solo existe en los claroplastos vy
que tiene un PM de &400kD. La formacién de gliceraldehido 3-fosfato
es el dnico pasc reductor del ciclo y es uno de los sitio donde se
libera fosfato. En esta reaccidn se utiliza el agente reductor
NADPH el cual regula junto al ATP la actividad de esta enzima.

A continuacidén viene una reacidén catalizada por una triosa
fosfato 1somerasa de PM de S3kD. Las triosas formadas son unidas
por una aldolasa de PM de 150kD para dar fructosa
1,.6~difosfato.Esta reaccidn es regulada por la proporcién de las
triosas fosfato.

La hidrélisis de la fructosa 1,6-difosvato para dar fructosa
&-fosfato es el segundo paso liberador de fosfato y es catalizada
por una fructosa &~-Fosfata fosfatasa propia de los cloroplastos de
un FM de 1460kD. Esta enzima se activa por la luz y se inactiva en
la obscuridad a través de la formacién de agentes reductores gque
reducen los grupos sulfhidrilo de la entima volviendola activa.

En la siguiente reaccién una transcetolasa de 140kD
transfiere un segmento de 2 atomos de carbono de la fructosa
&~Fosfato al aceptor gliceraldehido dando eritrosa 4-fasfato con 4
atomos de carbono y xilulosa S-fosfato con § atomos de carbono.
Esta enzima requiere tiamina, pirofosfato y magnesio para realizar
SuU activigag.A continuacién vuelve a actuar la aldolasa para dar
sedaheptulesa :.7-difosfatc. la cual se gesprenae de un fosfato
por la accién de una fosfatasa cuya actividad es regulada por la
luz y agentes reductores.Entorces vuelve a actuar la transcetolasa
transfiriendo un segmento de 2 atomos de carbona de la

sedoheptulosa 7-fosfato al gliceraldaehide 3—-fosfato para dar
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pentosas fosfato gue despues son fosforilados para. dar el aceptor
de COz, esta reaccidén es catalizada gor la lus, agentes

reductores, ATP, ADF.ANP,ETC.C 2B ).

Regulacién del ciclo de Calvin

La regulacién del cicle de Calvin se basa en que en las
reacciones luminosas do la fotosintesis se producen metabol:itos
que alteran el ambiente de las enzimas del ciclo de Calvin.

La concentracién de ATP y NADPH ejerce un control debido a
gue el ciclo de Calvin no puede funcionar sin estos metabolitos
ademas €1 transporte de electrones oOrovoca un agmants 22l gH an el
estroma a 8~8.5 donde trabajan mejor las entimas del ciclo de
Calvin, ademas el gradiente de pH provoca que en €1 estroma haya
concentraciones adecuadas de iones magnesio necesarios para varias
enzimas aunque &ste efecto no es tan marcado in vive.

Ha 1llamado la atencién 1 hecho de que el ciclo es
autocatalftico, lo cual se manifiesta como una induccidn; esto se
produce porque la luz provoca la activacidn de ciertos
catalizadores y la sintesis de ciertos intermediarios.

Hay ciertas enzimas del ciclo de Calvin que son activadas por
la luc lo cual se produce porque las reacciones luminosas de la
fotosintesis producen agentes reductores. Hay dos sitios en la
cadena de transporte involucrados en este proceso.ﬁnn en el lado
reductor de PSI pero antes de la ferredoxina y la ferredoxina
misma. .

Se bhan desarrcllado dos hipétesis para explicar esta
activacién. En la primera los agentas reductores de la cadena de

transporte de electrones reducen a un compuesto l1lamado



thioredoxina par medico de uwuna thioredoxina reductasas esta
thioredoxina reduce entonces puentes disulfuro de las protefnas
provacando un cambio conformacional que las activa. La
thioredoxina oxidada es reducida por la ferredoxina gquedando lista
para actuar de nuevo, en la obscuridad un agente oxidante oxida
los grupos sulfhidrilo y la enzima se desactiva. En la otra tecria
el transporte de electrones reduce leos grupos sulfhidrilo de un
componente Unico =n la membrana 1llamado mediador del efecto de lu:
¢ LEM ), cuando esto ocurre, se une a &1 una enzima y el LEM
cataliza una reaccién de intercambic entre un grupo sulfhidrilo vy
un enlace disulfuro de la enzima, 10 gue provoca su activacién. La
via de desactivacién ocurre en la obscuridad por medic de la

reaccién reversible € 27 , 28 ).



LACTONAS SESQUITERPENICAS

Los compuestos ensayados ivalina y zaluzanina C. ¢ fig.
8),forman parte de la familia de las lactonas sesguiterpénicas, un
tipo especial de terpencides: en espera de datos experimentales
generalmente se acepta que estos compuestos del tipo ciclodeca
1.S-dienc aerivan ael trans.trans farnesil pirofosfato. este
compuesto se bigsintetisa a través de condensaciones cabeza-cola de
unidades de isopreno, siguiendo los siguientes pasos:
acetato-mevalonato—isoprenc{isapentilpirofcsfatol-geranil

sirofosfato-trans.trans farnesil pirofosfatoc € 29 ).

Este compuestoc sufre un proceso de ciclizacidén para dar un
anilloc de 10 miembros el cual forma el esgueleto central de las
lactonas sesquitercénicas y se llama germancradiona Cfig. 73 para
sinteticzar la lactona se llevan a cabo diversos procesos oxidativos
que involucran hidroxilaciones en Co—-Ce y formecidn ce epédxidos en
Ciz o Cis gue luego se transformardn en un grupo carboxilo, el cual
da lugar a la formacién del anillo lacténico que puede ser cis o
trans al esgueleto carbociclico. En la nomenclatura de las lactonas
sesquiterpénices el anillo lacténico se menciona con sufijo
“plida", 10 cual se basa en la custonalida que estdsd relacionada
con el sesquitergeno carbociclico de 10 miembros germacrona
producto de la ciclizacién del +trans,trans farnesil pirofosfato.
Una vez que se ha formzazo el anillo lacténico tenemos €1 primar
tipo de lactonas sesquiterpénicas: las germacranolidgas a partir ge
las cuales pueden darivar los otros tipos de lactonas
sesquiterpénicas mediante alteraciones en el esousleto terpénico

que i1ncluye ciclizaciones transanulares las cuales se deoen 2 la
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fig & Estructura de Ivalina (1 ) y Zaluzanina C ¢ II ).
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formacién de epéxigos en los dobles enlaces y una posterior
ciclizacién en medio &cido. Una ve: formada, cada tipo de lactona
puede sufrir diversas modificaciones e&n su esgueleto como son
formacién de epdx1dcs., 1ncorporacién de grupos hidoxilo,
generalmente esterificados, etc.C 30 ).

Las lactonas sesquiterpénicas se clasifican en
germacronalidas.eremofilanidas.eudesmanolidas que son anillo &/7&6 vy
son llamados perhidronaftalenos.xantonalidas, guaianclidas que son
anillos S/7 y son llamades perhidroazulenos.bas pseudoguai:anolidas
se diferencian de estas Gltimas por un cambio del metil del Ce A
Cs.

Las lactonas se han aislado de varias plantas principalmente
de miembros de la familia Composites v son las responsables dpol
sabor amargo de ¢éstas, una especie produce un solo tipo de
esgueleto con diversas alteraciones oxidativas. Sin embargo en
géneros que se encdentran distribuidos ampliamente, algunas de sus
especies pueden bicsintetizar varics tipos de esqueletos(31 ,40 ).

La localizacidén y concentracién de lactonas sesquiterpénicas
varia en cada caso vy a lo largo del desarrollo de la planta, aunque
se encuentran generalmente en las hojas: el porciento en pesc seco
varia de 0.01 a 0.8,

La composicidn de estas lactonas sesquiterpénicas puede variar
de una poblac:idn a otra debido a causas gendticas o en plantas de
la misma paoblacién dependiendo del periaodo de desarrollo de 1la

planta € 32 O,

Actividad bioldgica de las Lactonas sesquiterpénicas



Actividad citotdxica. Se ha encontraao que todos los
sesquiterpenos con actividad citotdéxica conogcida contiefen una
fFUncidn lacténica. todas excento una sonh a A-1nsaturadas vy que este
grupo a fi-etileno es exociclico, € 33 d.La presencia de un dable
enlace exoc{clico conjugado a la »-—lactona o5 esencial para la
citotoxicidad debido a que los compuestos con  dobles enlaces
endociclicos dan aductos inestables con la cisteina ¢ 34 D
posteriormente. se descubrid que el grupo verdaderamente activo es
0=CCH=CHz, el cual puede estar formando parte de una lactona o una
cetona € 35 ). Esto nos lleva a ver la importancia del grupo
a-metileno~y-lactona para la activ:idad citotdxica de las lactonas
sesquiterpénicas Yy nos sugiere el adda de accion de estcs
compuestos que consiste en reaccionar con grupos nucleoffliccs de
compuestos biclogicamente importantes como lo pueden ser grupos
sulfhidrilo,amino o hidroxilo € 36 >; se ha demostrado gque las
lactaonas sesquiterpénicas forman productos estables con el grupo
sulfhidrilc de 1la cisteina y de algunas enzimas como la
fosfofructocinasa, una enzima con varios grupos sulfhidrilos € 37 3
y glucdgeno sintetasa ¢ 38 ), provocande en ambos casos una
disminucién en la actividad lo cual se cree se debs a cambios
conformacionales de las enzimas que provocan una alterac:én de su
centro activo. Sin embargo los i1ntentos de encontar una correlaciédn
directa entre el rango de adicién a cisteina vy la citotoxicidad
encontrada han fracasado ¢ 34 D).

Adem&s existen otros grupos funcionales de las lactonas
sesquiterpénicas gque contribuyen a aumentar la citotoricidad como
lo son ésteres a gB-insaturados por asistencia anguimérica,
a—-metileno-d-laccons vy principalmente una fB-ciclopentenona, s1n
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ambargo estos grupos No proporcionan actividad citotédxica por s{
s0losi un factor que sf tiene una relacidn directa conm la
citotoxicidad es la lipofilicidad de la molécula; existen otros
factores que también intervienen coma impedimentos estéricos vy
electrénicos pero su  efecto no ha sido lo suficientemente
estudiadc ¢ 34 ).

Se sabe que estos compuestos actuan con mayor efectividad
sobre células tumorales, esto se debe a que una vez que se ha
formado el aducto entre el grupe sulfhidrilo y 1la lactona
sesquiterpénica por la reaccidn de Michael, los tioésteres formados
son met:lados menos eficientemente por los tejidos neopl&sicos
comparado con 105 normalest a esto se le llama la reaccién de
retra-Michael y es la principal via de eliminaciédn de estas
sustancias en los tejidos,par lo cual los tejidos neoplasicos al no
poder eliminar estas sustancias se vuelven m&s sensibles a ellas <€

30 ).

Antibidticos.~ Los aceites de madera de varios 4rboles contienen
lactonas sesquiterpénicas que inhiben la penetracidén en la piel de
cercsrias del trematodo Schistosoma mansonii. Se ha sugerido que la
actividad squistosomicida de estas sustancias se a2be a la
inhibicién de 1o0s grupaos sulfhidrilo de las enzimas gue permiten‘ a
la cercaria penetrar en la piel ¢ 40 , 41 D,

Se han encontrado dos grupes funcionales que determinan la
actividad antibactericida de las lactonas sesquiterpénicas; estos
son 21 grupo metileno exociclico y un anilleo de ciclopentenona
f-1nsaturado C 41 , 42 D).

Las bacterias gram ( + ) son mids sensibles & las lactonas
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sesquiterp‘nlcas, este efecto se debe principalmente al anillc de
:xclcpenténona»el cual no tienen efecto sabre las bacterias gram
(~); el grupo a-metileno-y— lactona incrementa la accién de la
ciclopentencna y puede tener efectc por s{ solo C 42, 43 D.

De entra tcdos los tipes de lactonas sesquiterpénicas Que se
han ensayado el que mds frecuentemente tiene activagad
antibactericida saon las eudesmanclidas y el tipo de lactora con
menor activicdad son las pseudoguaianolidas.

El gque nalla reaciones entre los grupos funcionales de
ciclaopentenona y wmetilencs exociclicos conjugados al anillo
tacténico con las grupos tioles de la cisteina de proteinas sugiere
que la actividad bactericida de las lactonas sesquiterpénicas
pueda sar debida a reacciones de este tipo. Sin embargo el hecho de
que ciertas lactonas sin los grupos anteriores sean activas
demuestran que existen otros factores que juegan un rol importante

en la actividad bactericica de estos compuestos ¢ 43 J.

Alergeanas.— Se ha enceontrado gque las lactonas sesguiterpénicas
constituyen los principions activos de diversas plantas causantes de
dermatitis de contacto atdpica. este tipo de dermatitis solo la
sufren agquellas personas que han adquirido una sensibilidad
inmunolégica especial contra estas sustancias tras un coentacto

previc con estas. Esta sensibilidad esta mediada por linfocitos T

tas lactonas sesquiterpénicas debido a su bajo peso molecular
normalmente no serian antigénicas., sin embargoc estos compuestos
pueden atravésar la piel ¥y pueden conjugarse med:iante enlaces

covalentes o no covalentes con protelinas y volverse ¢e esta manera



antigénicos { haptencs ). Este mecanismo de accién condiciona las
caracteristicas estructurales que debe tener la lactona
sesquiterpénica para ser antigénica.

Una ve: que se ha formado este complejo hapteno-protef{na. éste
puede activar el mecanismo inmunoldgico y de esta manera gquedar los
linfocitos T sensibilizades, los cuales en un segundo encuentro
reconocerin de una manera especf{fica el mismo complejo
hapteno-protefna vy al hacerlo liberaran linfocinas v otras
mediadores que provocardn los sintomas de la dermatitis de contacto
atépica o por alergia C €4 , 43 , 48 D).

Se conocen alrededor de 80 lactcnas ses@uiterpénicas con
actividad alergdnica con al oenos "tres tipos de esqueletos
carboccfclicss: audesmanclicdas. germacranolidas y pseudoguaianclidas
las cuales se encuentran en varias plantas.

Tedas las lactconas sesquiterpénicas alergénicas contienen un
grupoc funcional a-metileno—py-lactona el cual parece ser un
requisito inmunolégico necesarioc para provocar la dermatitis de
contacto atépica. lo cual se debe a que este grupo le permite a la
lactona sesquikerp‘nxca formar el conjugado hapteng-proteina
necesario para producir la respuesta inmunolégica C 47 D, la otra
parte oe la molécula parece regular el reconocimiento por parte del
sistema inmunoldgico. Otre factor importante es la lipofilicidad ya
que esta va a determinar la penetraciédn de la sustancia en la piel.
Se ha encentrado que ccmpuestos biosinteticamente mis simples como
la custonalida son sensibilizadores m&s potentes.

Qtro grupo que contribuye a la alergenicidad es la
fi-ciclopentenona 21 cual al igual gue el a—metileno—-y—lactona puede

actuar como agente alquilante y unirse a grupos sulfhidrile sin
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ambargo la reacciédn en este caso es mas lenta € 45 J,aungue no
existe un estudid gue demuestre una correlacidn entre la actividad
alergénica y reactividad rent2 a la fi~ciclopentanona.

Un individuo puede presentar reactividad cruzada con varias
lactonas sesquiterpénicas una vex qu2 ha sido sensibilitado para
una de ellas, esta reactividad cruzada puede darse incluso entre
lactonas sesquiterpénicas con diferentes esqueletos carbocf{clicos.,
Los patrones de reactivigad cruzada varian segdn el individuo pero
en general se observa que personas altamente sensibilizadas
muestran un rango mis amplio de reactividad gque las personas

debilmente sensibilizadas.

Defensa contra insectos.— Uno de los postulados de la moderna
teor:a ge coevolucidn pianta—-insectos €8 que la mayoria de las
plantas ti=2nen que defenderse de los insectos con su metabolismo
secundarin. Varias lactonas sesquiterpénicas de plantas del género
Compositae han si1do implicadas camo preventores de la alimentacidn
de insectos de plantas, ademis se sabe gque estas sustancias
imparten un sabor amarac a las plantas lo cual las hace
desagradablec « algunos i1nsectos: estas sustancias se encuentran
generalmente en aquellas partes de la planta gque estan creciendo
activamente cocme son la parte superior de las hojas, raices, etc.
Un factor gue ayuda a este proceso es un latex pegajoso.Otro efecto
observado es que estas lactonas sesquiterpénicas pueden disminuir

2l credimiants larval de var10s 1nsectos { 48 , 46 D.

Envenenamiento de verteorados.~- El envenenamiento pcr plantas de ls&

familia Compositae esta Sien documentado en la literatura. Uno de
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estas ‘iactanas sasquiterpénicas la hymenovina arecta a las avesas
praduciendovperaldas millonarias en TexasC 40 D. Un envenenamxento
similar‘se cbserva en Sudafrica con las plantas Getgera sp. entre
las  numerosas lactonas sesquiterpénicas encontradas en este género
esta 'la ivalina la cual resulta tambien tdxica para los cuyos € 50
J.

Otro efecto diferente a su toxicided es la de impartir un
sabor amargo a la leche de2 las vacas gue han consumido estas

plantas 1lc¢ gque provoca que la leche sea intomable ¢ 40 D).

Regquladores del crecimiento de plantas.- Hay dos tipos de
compuestos que regulan el crecimiento de las plantas: hormonas
vegetales y otros compuestos cuva acsidn no es tan especi{Figca y guc
en algunos casos se forman a través del metabol:ismo secungario de
ciertas plantas: a estas udltimas se deven las preopiedades
fitotéxicas de ciertos exudados de. plantas, las cuales contienen
una mezcla complela de terpenos, fenoles, etc.y gue tienen un
efecto negativo sobre el metabolismo celular especialmente
respiracién y mitosis € 51 2.

Se sabe que los monoterpenoldes sen los principales
componentes de las aceites esenclales de varias plantas y mucnos de
estos terpenoides incluyvendo 2 las lactonas sesguiterpénicas nhan
sido identificado como inhibidores del desarrollo de muchas
plantas ¢ 31 , S2 ).

La inhibicién progucida por las lactonas sesguiterpénicas  se
caracteriza porque la planta afectada puede responder, una ve:r
lavada. a las auxinas como el 1ndol-3-acetico por lo cual se piensa

que estas sustancias pueden afectar la olongacidn ge la membrana (



S3, 54 ).

vSe ha encontradco gque la accidn reguliadora de estas sustancias
es completamente inhibida cuando se agrega al med:io cisteina o
cuando se reduce el grupo metileno exocfciica por lo cual se cree
que el grupc O=CCCH2 es también importante para esta activaidad,.
Este grupo junto con el anillo de ciclopentenona pueden ser vastaos
como agentes alquilantes que actdan sobre nucledfilos biolégicos
1nhibiendo de esta manera la actividad metabdlica. se ha demostrado
que estos compuestos no alquilan el DNA y por lo tanto no actuan de
esta manera C S5 ),

En México se ha estudiado el efecto de las lactonas
sesquiterpénicas en diversas plantas del estado de Veracruz con el
fin de determinar la 1mportancia de estos compuestos en los

patrones ae vegetacion de ia zona € 53 ).

Ocros efectos.— Ciertas lactonas sesguiterpénicas causan
aberraciones cromosomales en células de ovaric de hamster ( CHO ) y
por lo tanto se cree que el ndcleo es el blanco de estos compuestos
« Al igual que en los casos anteriores, se vio que todos 1los
compuestos téxicos tenian un grupo O0=CCCHz y por endge pueden unirse
a grupos nucleorilicos de las proteinas responsables de la mitasis
poOr una reaccidn de Micnael; se encontré que hay otros grupos que
aumentan leé toxicidad como la f#-ciclopentanona el cual tiene un

mecanismo de accién similar ¢ 57 ).

Las lactonas sesguitarsénicas oo Golgors coporz ontre las  que
s2 encuertra la 1valina son inhibidoras de la respiracion

mitocondrial y del! consumo de fosfato; el sitio de inhibicidén se

encuentra en las complejos I 'y Il de la cadena de transporte de
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electrones y en el complejo colina deshidrogenasa ¢ 6@ 3.

Ciertas lactonas sesquiterpénicas tienen accidn
pio-antimutagénica; este efecto parece deberse a la reactividad del
grupo a—-metileno-y-lactona el cual tiene el mecanismc de accién vya
descrito ¢ 59 ).

LLos efectos anteriores nos demuestran la importancia de las
lactonas sesquiterpénicas como alelogquimicos.

El terminoc alelopatia fue acuffado par Molisch para referirse a
interacciones bicauimicas entre todos laos tipos de plantas
incluyenda & los microorganismos, esta definicisn fue cambiada por
Rice, para =21 cual alelopatia es cualquier efecto directo o
indirecto de una planta o microorganismo en ctro a través de la
produccidn de compuestos que escapan al medio ¢ 60 ); este dltimo
punto es muy importante ya que permite separar a la alelopatia de
la competencia, ambos términos gquedan englobados en el término
influencia.

La manera en que estos compuestas abandonan la planta son:
volatilizacién, exudado de las raices, extraccidén de quimicos
hidrosolubles de ias partes superiares de las plantas y por
gescomposicién de las mismas plantas.

t.os compuestos aleloquimicos @xisten en una gran variedad de
estructuras quimicas, siendo la mayoria productos del metabolismo
secundario de las piantas principalmente de la via del Shikimatos
los principales grupos Son: a.—- compuestos alifiticos, b.~ lactonas
1nsaturagas, C.— AaclQos grasos y lipidos. do— g9licesidos
cranogéniccs, e.- terpencgides, f.- compuestos aromaticos.

En base a su efecto y el organismo gque lo produce los

compuestos aleloquimicos se clasifican en:
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Fitotoxicida.— -inhibidor  producida -

por “plantas isuperiores

efectivo contra otras plantas’’’

Marasmina.- compuesta-producida’ por

cdntrs'iaﬁ plaﬁias

qu'ina'.-es un inhibidor c@lmi:o '_b}odu‘:idn bpr una . planta

sv;xperlor efectivo contra los microarganiémcs.

Antibiotices.— es un inhibidor progucido por un

MiICroorganismo y Que actua sobre mitroorganismos.

Existen varios factares que afectan  la efectividad de los
alelagufmiceos, entre ellos estd el tipo de suelo el cual determina
la cantidad de compuesto retenido en €1 y la descomposicidén del
compuesto lo cual puede estar mediaco por microQrganismes o por
procesas quimicos.

Es importante conccer que la mayoria oe las efectos
alelopdticos son el resultado de la aceidén combinada de varios
compuestos lo cual provaoca un efecto a una concentracién menor de
la encontraca cuandd S€ ensaya caca uno de os compuestos por
separada.

Les compuestos alelogquimicos pueden actuar a nivel molecular
de diferente maneras dependiendo esto de su estructura , quimica vy
atros factores: los mecanismos de accidn mis conunes sons:
inhibicidén de la divisién celular y su elongaciédn. i1nhibicién de la
accién producida por ciertas hormonas. unidén a grupos sulfhigrile
de ciertas enrimas, irfibicidn del consumc de minerales, alteracidén
ce ia permeapililcaa de La membrana, inhibicidn de 1a sintesis d&
proteinas, d2 la 22 hemoglobina, e :nhibiciédn de la respiraiiédn y
la fotosi{ntasis.etc. ( 60 , 61 .

Los compuestos alelogquimicos son auy importantes en la
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agricultura’’ para 'la planeaci1én de los cultivos, en la
fitopatologia. y principalmente en la ecologia pues contribuyen a
determinar los patrones de vegetacidn de ciertos lugares. Ademids de
ayudar. a explicar ' var:ios fenomenos que Se agbservan en la

naturaleza.
Atslamiento

En este traba)o se escogieron cos lactonas sesgquiterpénicas la
ivalina y la caluzanina C para ver su efecto en la reaccidédn de Hill
y en.la fotofosforilacidn,

La ivalina fue identificada por primera vex a partir de los

extractos ciorofdrmicoe de fleores y no3as oz Ive microceghala & fva
imbricata ¢ 682 ), dos plantas gue pertenecen a la familia
Compostitae: estas plantas se encuentran todo el afoe en la costa
suroeste de los Estados Unidos de Norteamerica, la ivalina ha sido
identificada en otras plantas de la familia Comgositae como en las
noszas de P. leavigata C 83 ), extractos etandlicos de 2alusania
tritodba, ¢ 64 ) y en Serratulic latifoliaC 85 ).

La zalucanina € fue aislada por primera vesr ge Zaluzania
triloda y 2aluzantia augusta ¢ 64 ) las cuales son unas hilerbas de
la familia Compostitae Jue se caracterizan por su sabor amargo y que
se encuentran ampliamente distribuidas en el altiplano mexicano.

La estructura de ambos comouestos Fue dilucidada wutilizanzc
espectros de resonancia magnetica nuclear, infrarojo.
ultravioleta,etc. Aodemas de reacciones quimicas para producir
cambios en l& estructura de ia molécula e inferir de esta manera

grupons fFuncionales por cambilos en los espectros originales.
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Objetivos de Trabajo

Objetivo general: Encontrar el arecto ge dos ‘ylactones !
sesquiterpénizas; ivalina y =zaluctanina € sobre. la cadena' de
transporte de electron2s en cloronlastos.

Objetivos particulares:

a).— Aplicar técnicas nolarograficas y potenciométricas para medir
el transporte de electrones

bY.— Utilizar diversas %ipos de inhibideres, donadares y aceptores
de : electranes gara medir los efectos de las lactonas
sesquiterpénicass en las reacciones parciales del transporte de

electrones.
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MATERIALES ¥ NETODOS,

Alslaminrnto de cloroplastos

Para este trabajo se utilizaron cloroplastos sin doble
membrana exterior ( clase II ), 1los cuales fueron aislados a
partir de hojas de espinaca ( Spinacea oleracea ). Estas hojas
‘deben tener bajc contenido da almiddn y oxalato de calcio (
reconccidos por un anillc blanco en el botédn de cloroplastos
despues de la centrifugacién ). Para ello se pueden seguir dos
cpciones: en la primera de ellas las plantas se hacen crecer
idealmente en dias cortos &n luz brillante; en la otra las hoijas
abtenidas de plantas adquiridas en el aercado son lavadas, se
quitan las hojas maltrechas y se guardan en el refrigerador en una
bolsa ge plastico con algo de agua durante toda la noche € 88 J.

Para 1niciar el ensayo se cortan las hojas seleccionandolas de
acuerdo a su tamafNo, color, etc. Se les quita la vena central y la
parte superior e inferior de la hoja: debido a que las plantas
pueden adaptarse a cdistintas condiciones de luz alterando la
composicidén de las membranas de sus tilacoides a 1o largeo de la
hojal B8 ): de esta manera se obtiene una poblacidén de cloroplastos
mis hcmogenes y representativa.Despues se cortan en trosos de
aproximadamente 1em®.

El métaodo utilizads para la obtencidén de los tilacoides es 1la
destrucc:1dn mecanica. £l cual es un métoado rapido. econdmico Yy se
abtiene un alto porcentaje de clorogplastos estables,

Se colecan los trozos de la hojas de espifaca en un vaso de
licuadora previamente enfriado y se le agregan 200ml. de medio de

aislamiento fr{o el cual zontiene 400mM de Sacarosa. S0mM de MgClz.
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10 de KC1 vy 3I0mM ge tricina ajustado & pe

m

can un
notenciametro COrion Research Model 701A1 Digital. Entonces se
lictan ias holas por 5 segundos a velocidad maxima v se filtra a

travey ode sSe1s Capas de gasa 0 muselina para eliminar deshechos
celulares gruescs. El filtrado es centrifugade a S000rgm por 3
segundos a 4°C er una centr{ fuga refrigerada Saorvall RC-SB ¢ Du-

pont Instruments ) con unh rotor Sorvall tipo S§35-34: de esta
manera ootenemos Cloroplastos intactos: el paquete de cloroplastos
se resuspende crn la ayuda de un  pincel, Estos cloroplastos se
guardan en un tudc de vidrio previamente enfriado y cubierto can
papel alumin:io para evitar la fotcoxidacisn de los clorcplastos.
t.os clecrcolastos sin doble membrana s cbtienen en 2} momento  del
ensayc al colocarlos en un medio hipotdnico que provoca la
ruptura de 1la doble membrana. De esta manera se cbtienen
cloraplastas sin almiddn y oxalato oe calcio v con una

activicad elevada y reproducible en cuanto al transporte de
electrones.

Determinacién de clorofila
La determinacién de clorofila consiste en extraer la clorofila
con un disolvente organico adecuaco para aedir su  absorcidén vy
utilizar los coeficientes de absorc:ién para los componentes de los
pigmentos para calcular la concentracién de clorof:ila.
Un disolvente orgainico no disuelve unicamente las clorofilas
sino tambien ios pigmentos accesorias come los carotenos: sin

embar3o esto NO es problema en

plantas superiaores, puas los
carotenos absorben en la regidn actul pero no en la roja. por lo
cual la medic:ian se realiza en la regién ro.a a unas longituoes de

onda de 645 y 683 nm.C 67 D



El métods consiste en colocar Sml de acetona al 80% en agua en
tres tubos. Luego se agregan a dos de elleos Soul de la muestra Qque
gueremos mecir vy se deja el Gltimo tubo como cancrgl. Se  cubren
inmediatamente los tubeos con papel aluminioc para evitar la
foto-oxidacidn v se desan incubar los tubos 5 minutos en hielo. Al
terminar este per:odo se centrifugan los tubos can la muestra a
J000rpm. en una centrifuga clinica para sedimentar las proteinas
que hen precipitadoc debidoc al tratamiento con acetona. Luego se lee
la acsorcidén ce los problemas a unas longitudes de onda de ¢4%5 vy
6463 nm en un espectrofotémetro Beckman DU-&6S. Para calcular la
concentracién de clorefila se utiliza la siguiente ecuacién,
CHlowugmi-0=20,2G A3 +8.05Aem ¢ 68 D.

&sta es la cantidad de clorofila en el tuboi para calcular la
cantidad gue tenemos Que agregar para los ensayos se tienen que
hacer las siguientes QPEraclones.

CHloxSml de acetona= CHlowg

Esto corresponde a la cantidad ce clorofila que hay en los
S0ul. de muestra que se agregaron para hacer el ensayo.

En los ensayos para medir 21 transporte de electrones se usa
comunmente una concentracidn de clorofila en el medioc de :quml_‘.
En los ensayos realizaons se utilizd siempre un volumen de I ml por
1o cual en cada ensayo se agregan &0ug de clorofila.

Entonces si tenemos que CHlougy correspande a Soul

&0ugCHlo corresponde a » pl a agregar en el tuboc de ensayG.

Compuestos

En este trabajd se caracterizaron dos compuestos la ivalina vy



la zaluzanina C. Despues de varias pruebas se llego a la conclusién
de que las soluciones stock de la 1valina y la zaluzanina C
daperian de tener una concentracién de 133.3mM FPara su  preparacién
se pesaron 0.02976g de ivalinpa (PM=248) y 0.02952q de zaluzanina €
(PM=244) v se disclvieron en la mEnor cantidad de
N.MN-dimetiliformamida llevandose a un volumen de ¢.9ml. con agua,
para dar de ests manera la concantracidn de 13T.3mM

De estas soluciones stock se agrega &1 compuesto a la mezcla
de reaccidén en volumenes crecientes gque van de 20ul a 150ul La
concentracién final de los compuestos en el medio de resccidn se
calcula de la siguiente manera.
133.3mM=40umales en 300ulxul agregados=xumoles en 3ml del medio. De
aqui se puede calcular facilmente la concentracién en el medic de
reaccién,

Efectos no deseados del disolvente sobre los tilacoides fueraon
tambien explorados haciendo un control en el cual se agregd el
disolvente en las cantidades usualmente utilicadas en los ensayos
sSin que se vieran cambios significativos en la actividad normal de
los tilacoides.

Tantp la 1ivalina como 1la =zaluzanina C se descompornen
lentanente en compuestos mds polares gebido probablemente a que se
abre el an:llo lactdnico por lo cual los dos compuestos se  ensayan
en =1 momznto en que fueron preparados ¢ 58 ).

Bomba de Protones

€En la fotosintesis durante el transporte de electrones de agus
a NADP-. los tilacciges bompbean protones hacia su  i1hter:or para
formar de esta maners el gradiente electroquimico necesario para la

formacién ge! ATF, este fendmeno oprovoca upa aicalinitacién  oel

54



medio circunvecino al tilaccide que puede ser medido por  técnicas
potenciamétricas y evaluar e esta manera la capacicad de leos
tilacoides de rormar el gradiente electroguimico.

Para ello se agregan & una cubh2ta Zml del medio d2 bomba ae
protones €l cual contiene SmM ae MgCla, 100mM de tC1 vy i1aM da
tricina ajustado a un pH=g. La cubeta debe tener una camisa para
aislar el medio de reaccidédn del calor pues un cambio ae 1°¢ provoca
una disminucidén e€n el pH producido de ©.02 € 89 D,

Para medir el cambio de pH se utiliza un microelectrodc de
combinacidén Cole Parmer con un potencidmetro Corning Mocel 12
utilizado en escala expandida y esto conectado a un registracor
Peckman c¢olocado a ¢.0lvolts y una velocidad de 1 pulgadamxn-ﬂ

La cubeta con €l medic de reaccidn sz coloca sobre una base
de agitacidn magnética Sybran Thermolyne type 1000 para mantener la
mezcla ae reacc:S6n homogénea. Una vez colocado el medio de bomba de
orotones se debe ajustar el pH de este lo mds cercs posible de 8
con ia ayuda de KCOH y HCl. Entonces se conecta el registrador y se
agrega la cant:icad adecuada de clocroplastos para tener una
concentracién de 20ygml-‘.Se espera a que la seNal que dé el
registrador se estabilize y se ilumima la suspensién gz cloroplasto
con ius actinica gsroporcilonada por un proyector GAF-I2640: esta lu:s
sg hace pasar a traves de un lente de Izawa que consiste en un
recipiente de vicrio con CuSOe al Si el cual sirve para usar la
longitud ce anda adecuada. coma filtro contra el calor vy para
concentrar 21 has luminoso v tener as{ mejores rendimiantos.

Se deja trenscurrir entonces un perfoco Je poco mis ge  un
minuto y entonces se apaga la fuente lumingoss Yy pocc  despues €1

registrador. Se lava la celda tres veces con ua Zeipnizag: v @




repite la oneracién. €1 ensayo anteriar sirve como control para
medir la actividad normal de los cloroplastos. Cuando se agregan
los compuestos a ensayar, estos se agregan con microjeringa antes
de agregar los cloroplastos.

Para calibrar el sistema se agrega una cantidad conocida de
KOH ©O.92IN con la mezcla de reaccidn completa  vya que los
cloroplastos tienen capacidad buffer la cual incluso depende de si
haya luz o no € 88 , 70 ).

Fara medir sfntesis de ATP se utiliza el mismo procedimiento
pero se agrega los sustratos de la reaccﬂén, es decir ADP y fosfato
con la avuda de micrejeringas o pipetas autométicas.

Se agregan al medioc de reaccidén i1Spl de una solucién de ADP
que tiene una concentracidn 100mM lo cual da una concentracidén en
la cubteta de 0,.5mM, Para sl fosfato se agregan a la cubeta 15yl de
un solucién de fosfato con una concentracidn de 300mM para tener un
concentracidén de fosfatos en el medio de 1.5mM.

El bombeo de protones da una curva que asciende rapidamente
coincidiends esto con la formacién del gradiente electroquimico.
Una vez que éste ha sido formado el trazo de la curva 1llega a un
valor constante. Para calcular la velocidad de esta bomba de
protones se m1ge ia altura gel trazo en un periocdo de un minuto. Y
se toma en cuenta la calitracién efectuada con el KOH.

—Calibracién o.01peqml"x15ylagregados=o.ISuquuH ~-—X Altura
xpeqkOH ——= Y altura ensayo

—CSLlculo de la velocidad de la bomba de protones

Y altura en el ensayQ

min 'x0. 1SueqKoHXaltura *x60min. thr.*mgehlc =velocidad de la bomba

de protones en pegkOH hr"ﬂgchlc‘ﬂ
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En la sfntesis de ATP se obtiene un trazo diferente debido a

que lo que agui se mide es la reaccidn de formacidn de ATP. Gue es
ADP”™+ HPOs ™+ H'= ATP* +tuo.

Por lo gue la alcalinizacién praducida en el medio se debe a
la desaparicién de un protdn por la reaccién de fosforilacidédn.

El trazo que se obtiene en Ia sintesis de ATP comienza con una
ripida alcalinizacién producida por la formaciédn del gradiente
electrogquimico. Durante este periodo no hay formacidn de ATP; una
vez gue el gradiente electroquimico se ha formado comienza la
fasforilacidn; esto se ve en la curva porque a diferencia de 1la
curva de bomba de protones la curva de sintesis de ATP no 1llega a
un valor estable sina que comienza a ausentar de manera lineal ¢ 70
s+ 24 ). Esta es la parte del trazo que se toma en cuenta para hacer
los cilculos de velocidad de formacién de ATP, siguiendo un
procedimiento similar al de la medicién del bombec de protones
aunque las unidades cambian a uegATP Hr"mgchlu" pues la relacién

estequiométrica en la reaccién entre protones y ATP es de 1:1 (70).

Transporte de electrones R

Durante el transporte de electrones se mide la reaccidén de
Hill,la cual consiste en una produccién de oxigeno dependiente de
luz en cloroplastos aislados. Esta requiere la reduccidén de algun
aceptor de electrones adecuado representado par A en la ecuacidn:
HO + A= A + 1/202

De tal manera gque para medir el transporte coe electrones se
puede medir el oxigeno praducido o la reduccién de un aceptor de

electrones por medio de una técnica espectrofotométrica; sin

embargo generalmente se mide el ox{geno producido a menos Qque se
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utilice un cdador de electraones diferente Sl agua o 'se’ 'dude .de la
estequiometr{a de 1a reaccién. '

El transporte de electrones en 1; Fpiuslhtesis se - midié
utilizando una técnica polarogrifica pbr medio de un. electrodoc de
oxigeno tipo Clark,

La mediciédn eléctrica del oxigeno es posible porgue éste es
reducido en el cdtoac de platino en donde se efectua la reacéién:

Ga+2Hz0+2e =Ha0z+20H"
HzOz+2e”=20H"

Caon un 4nodo de plata y.KC1l como electrolito de soporte.la

raaccién en =1 &Anodo esi
4Ag=4AJ+4e
4Ag +4C1 =4AgC1

La corriente eléctrica resultante es proporciaonal a la
concentracidn de oxigeno en la muestra. Una condicidr para que 1la
reaccidén se lleve a cabo es que el citodo se mantenga a -0.05volts
con referencia al Ainode, con el tiemps de respuesta del aparato
lim:tado por la difusién del oxigeno de la meczcla de reaccidn al
catodo.C 71 D).

El tiempo de respuesta disminuye 1ncrementando el 4Area del
C4todo en CONtacto Con ia MUESTra, pero ésSto tamplén incrementa  la
cantidac de oxfgeno consumica oor el c&todo opor st mismo. Para
mediciones continuas un citodo pequefioc se prefiere para gue la
cantidad de oxfgenc consumida por &1 sea muy pequela respecto a la
que, medimos durante el transporte de electrones C¢ 72 J.

En esta medicién se debe tener un buen control sobre la
temperatura ya que la soiubiiidadg dei oxigeno es oaepengiente de

ella: acemds se <tiene gque manténer la mezcla de reacziédn a



tsmpg}etura ccnsﬁante pues ésta afec:é’ los :raceécs Que estamos
midienco: el transporte de-electrones 2n tilacoildes 231512505 ©5 Tds
estable 2 15°C a pesar ge que los clorcplastos inAtaczss teadajen
mejor entre 20-25°C.C 71, 73O,

En el a2lectrode tipo Clark se cubrieron los electrocos con una
membran, perceable al osfgeno pero cas: impermeatle a otras
sustancias en soluciédn. las membranas mds utilizadas son las ae
teflsén y polietileno.Este permite aislar el electroas gquimica vy
electricamente puciencose agregar muchas sustancias sint temOr a que
reaceionen en el citodo.

En el electrocdo de Clark la presién de oxigano dentrc de la
meazrana s C, #5t0 provoca que el oxigeno ce la muestra difunca a
través de la membranpa con una fuerss igual a la pres:én de axigano
fuera ce la membrana par lo cual el cdtodo mice la presién de
oxfigeno en la mua3stra.

£l electroco de oxfgeno se conecta a un axfiastro YS! mocdel
5300 e! cual canirola el voltaje polarizante entre el 4&noco y el
cétodo y que deps estar entre  &30-700volis: tambidén aqul sa
encueniran los controles para colocar la escala y el cerc en el
registrador con un i1rput tmv.

Para ajustar la escala se coloca en la cubeta ce reacci1dn agua
destilada y se gdeja gue erxi1s5ta un i1ntercanbio libre entre el agua y
el aire, se i1muroduece ol clznoirsdc de Clars y se lievan los
controles hasta 80% oxigeno antonces 2mpiecs una dosviacisnd cuands
se terwsina s2 ajusta la escala al 100% ge oxigenc y @sta lecturs
corresponderd a8 la <congcertracidén c2e cxigenc gue Hey en  agQus
gestilada seturaaa c©s aire a las condicienes 92 presidn ¥

temperatura en au@ 3o hiic la operacidn ¢ 73 D.
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Para realizar las asdicones se utiliId un sistema similar al
que se uso en la bomba oe protaones.

Fara saper como actda una sustancia se mide el transporte de
electrones bajo tres condicicones aiferentes: basal, fosforilante vy
desacoplado, ésto se logra alterando en cada caso la mezcla de
reaccidn.

En el tramsporte de electrores basal se utiliza un medio que
contiene id0mM de sacarosa, SmM de MgClz, 10mM de KCI y 15aM de
tricina ajustaco a pH=8 .Para efectuar el ensayo de cadena de
transporte se agrega al medio metilviol&geno. el cual es un aceptor
de elecirones.Esto ;e lleva a cateo por la reaccién:

Ha0 + 2MV*T= 2MV° + 1/202 + K
pero el ox{geno es consumids simultareamente por una cambinacién de
una reaccién de autoxidaciédn y dismutacidén.
2MV*+202=2Mv? " +202y 207 +2H" =H202+02
la suma de estas ecuaciones es un caso especial de ia reaccién de
Hill liamada la reaccién de Melher
HaO+1/202=H202 @~
la cual da la estequiametr{a usuval de la reaccidn de Hill. Para
asegurar esta estequiometria se debe de evitar la presencia de
4gentes reductores COmd =1 &sCOrDatd O manganeso gque 1nterfieren
con el procesa de dismutacidn.e inhibir la actividad de la
catalasa enadgena ¢ 75 .

€1 astilvioldégeno tiene un potencial red-ox similtar a la
ferredoxina y la pusade resmplazar en ciertas reacciones
enzimidt:cas; su bajo potencial ~e-dox asegura su reduccién en el
PSI vy su rd&pida autooxidacidn a la forma reducids.Debido a esto el

MV es menos susceptible a contribuir a pasos limitantes no
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deseades . inclusc en reacciones PSI muy r&pidas y por 1D  <tanto es
mends suscegtible de permitir Flujo ge electrones ciclico alrege-

dor de PSI, también es menos susceptible a 1nactivacidn por resc-
tivos ¥y condiTiones € 74 D.
Para medir el transporte de electrones basal se agregan 3ml ce

este med:io a la cubeta v se esperan S minutos para que se estab:i-
lice la temperatura ¢el medio ce reaccidn con la cel paMo. enton-—
ces se agregen los clorsplastos para tensr una  concentracidn  ge
clorofila cde 20pg/ml. Se coloca el electrooc de Ciark en forma
adecuada para mpedir intercambios de aire con el medio externo vy
se enciende el agitacor. Se espera a que el ox{imetroc ¢é uns lectu-
ra cercana a 100% vy entonces se anlica la lux actinica de un pro-
yector pasada a traves de un lente de Izawa. Se deja transcurrir
un tiemEo de un minuto. Este ensayo sirve como control del trans-

porte de elegircnos S @n ionaicicnes normales y en  los Si-—

guientes ensayos se agregan los compuestos a  prabar, Para medir
el transporte ce electrones tosforilante se agrega & la mezcla
da reaccidén ADF y fostato en cantidades igusles a los de la sinte-
sis de ATP y para medir el transporte de electrones desacoplago
se agrega &§0ul de= amonio de una solucidn SLOCK COR wuha Cconsentra-
cidén de ISCaM I cual ¢a una concentracidn 2n la meagla g2 reacs-—
c1én de S30mM.Siguiendoc @n todos los casos el mismc procedimiento,
Para calitrar el sistema se agrega una cantidad conocica de
ferricianuro de potasio 6.%1mM.Las reacciones que ocurren gurante

la calibracidén son:

2420+3F e (CN) 3302 +3H+3Fe (CN) & 22/ 2™

tura cal x&0min/lnora<mgcla ™.

y alturaxueqe ‘=
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Una vez que s2 han hecho loS ensayos anteriores se pueae saber
el efecto d¢e los compuestos probados en la velocidad dal transporte
de electranes, &) siguiente paso consiste en  identificar en  que
partes c2 la cadena de transporte de electrones estian afectando los
compuestos.Estn se logra midienco determinadas partes de la cadena
de transporte de electrones mediante la utilizacidédn ge 1nhiplrdores
especi fi1cos a2 la cadena cde transporte de electrones y donadores y

ateptores de electrones artificiales, también especi{ficos.
Reacciones Parciales Del Transporte de Electrones

Los principales i1nhibidores utilicados en este trabaja fueron
el DCMY, el cual se une a un péptido de una proteina localizada en
>e1 lado reductcr del PSII! induciendoc un cambi®o conformacional gque
afecta el potencaal re-daox de Q2 este compuesto a altas
concentraciones puede tener un efecto desacoplante por 1o cual debe
utilitarse en concentracidn de luM: el DBMIBP i1nhibe la oxidacién de
la plastoquinona ya que comp:ite con el plastoquinol por el sitio
oxidante de la proteina de Rieske y a altas concentraciones puede
inhicir la reduccidn ge ta plastaquinona, paor lo cual se utiliza en
concentraciones de 1uMi el dltimo inmabidor utilizaco fue un
tratamiento can tris pH=§,0.8M que elimina la actividad de 1la
enzima que efectua la fotoiisis cel agua ¢ 75 J.
{as primera reacc:iones parc:ales asl transporte ce electrones
que se midiercn fueron las del PS!I que va de agua a DAD © reaccién
tipn 11! segdn 1a clasifticacidn de Trebstl 78 D tabla 1.Para meo:r

é¢sto se utilizéd el mismo sistema vy medio que para el transporte de

3}
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Tabla 1 Reacciohes parciales de la cadena de transporte de

electrones( 78 J.

Reaccién transocrte ce € Ac/Don Inhibidor medicidn

Tisc 1 H2Q XNRADH H2O/NADH ~ —=——-— espectrofotometria
Tipa 2 HzO MV HagQs/nv ————— evolucién de Ga.
Tipa 3 Hz2>PC +H20Q/DAD DBMIF avolucién de Oz.
Ticc 4 PGOMV DAD /My STHU evoliucion ae Qz2.
Tipc S P&BO MV Asc/MV ————— evolucidn e OCz.
Tipa & P&BOXPC DPC/DCPIFP DBHIE espectrorotometr{a,

& Ver apéndice para conccer el significado de las abreviaturas.
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electrones con la excepcidén de metilviolégeno y en 8! momento del
ensayo se agregan igl ce DBMIB de wuna solucidén stock con  una
concentracién deimM en etanol.Comc aceptor de electrones se utiliza
DADox en una conceatracidn final de 100uM.fPara medir el transporta
de electrones el DAD oa sus electrones al ferricianuro el cual
tiene que estar en una concentracidn del triple que la del DAD.La
reaccién gue aqui se efactda es:
2H20+DADox=DADred+d2z0xigena/2e =1/2

Pare medir el PSI (DAD=MV) se utiliza el mismo sistema que
para medir el transporte de electrones basal pero se agrega DCMU,
el cual elimina la& activicdad czl PSII. Este compuesto se agrega a
partir de una solucién stock de SmM  en etanol. Agui también se
agrega DAD peroc ahora actuari como donador de electroness para
mantenerlc reducicoc se agrega también ascorbato para tener una
concentracidn final ae 300uM, &l aceptor de electrones serad el
MV.En este sistema la relacién oxigenc/2e” es de 2, este valor se
cbrtiene porgque el ascorbato reduce al intermediario superéxido de
la reduccién del oxf{geno en Ha0z.a la ve:z de funcionar como donador
alterrnativc ai agua: esto debe tomarse en cuenta en el célculo de
la velocidad del transporte de electrones ¢ 74 .

ascorbatored +2MVzascorpato THVT+2HT (DAD,PSI)
2V +202=0Mv" v208
2Ca+ascorbatored+2H =ZHa0z+ ASCORBATO

Por lo cual la reaccidn gueda coma:
2ascorbatored+Z0z=2ascorbata + 2Hz202 (DAD.MV,PSI).

Esta es le& reaccidén tipo IV dae Trepst.

Con estas pruebas se pusde saber en que fotosistema actda el

compuesto ensayado y con base en 2s5td se analizan tramos mids cortos



dela cagéna ce trénébérlé}d;'élegtfdﬁés;fbbhﬁln'édéx- semice el
‘transporte ge agua a - silicomclibgato "« >anc )‘ el ‘cual aceota
ele:trcneé a aivel de QGas aste énmpuesto actua cambiando
propiedades de la membrana incluyandoc a CFi, por lo cual el
transporte de electrones y la fosforilacién no estan acoplados.para
evitar ésto se agregan cantidades bajas (100uM).El transporte de
electrones de agua a SiMo e€s 1inhibido por la presencia ae
desacoplantes a pH 8 € 77 ). Como inhibidor se ut:iliza el DCMU y se
efectdyan los mismos pasos de los métocdos anteriares.

Para med:r la cadena de transporte de electraones de PS80 a 0Oa
el primer paso consiste en eliminar la activicad de la enzima que
efectda la fotsdlisis del agua. Como ya se dijo, estos se logra
tratando los clorcplastos stbtenidos., con TRIS pH=8 0.8M durante 1S
minutos. El TRIS se agrega para tener una concentracidén de
cloroplastos c©e 2Sug/ml y se tiene la ventaja de que los
claroplastas conservan la capacidad de fosforilar y con un
transparte de electrones bajo control € 78 J.

Para este sistema un problema es elecir cual es la pareja
donador—aceptor de electrones, va gue debidc a su cercania en la
escala re-dox pueden reaccionar entre si1i la pareja utilizaca fue
ge DPC vy DCPIP. A Gociferencia de los ensayos anteriores., el
transporte de electrones se va a medir siguiendo la reduccidn cel
DCPIP el cual pasa de azul a incoloro. Se agrega al medio DBRAMIBE
como inhibidor. 0.2 mMDPC como dador de electrones en F&80 y DCPIP
para tener una cohcantracidn vimal de O.1mM.Primerc se toma una
lectlura Luicial de la meicia de reaccidn CON TOOOS SUS compon2ntes
en la obscuridacd y entonces se realicza el ensayo per 1.5 min v se

toma la lectura de la absorbancia a3 &00nm € 79 ) de la forma mas
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:r&pxca posiple.esic Se ccapara con una lectura ln;cxél: el bhlanco
consgiste en la mezcla de reaccién sin DCPIF € BO D, Las lecturas se
hicieron en un espectrorotometro Beckman DU-635.

' Para calcular la velocidad del transporte de electrones se usé
el coeficiente de extincidén ael DCPIP y se hicieron los siguientes
cdlculoss

vel= AA/elxis1.Smnx60min/lhoraxl/chlomg/ml.

En los cloroplastos el rango de flujo de electrones es
controlade por el sistema de fosforilacién, por lo cual se puede
agregar magnesio, ADP y fosfato o como se hizo, agregando NH&C1
para tener una concentracidn final de 1mM: de esta faorma se abtiene
una actividad miaxima. Debido a ésto también el pH &éptimo de la
fasforilacién cdetermina el pH Sptimo del transporte de electrones

el cual es e € C 70 ).

€5 :izpcoritante hacer notar gue los aceptores y donadores

agregados pueden tener un efecto sobre el transporte de electrones
vy la fotofosforilacién y con base en esto se clasifican en

Clase I.- Se caracterizan por reducirsa2 lentamente cuando no bhay
fosforilacidén, la adicién de ADP y fosfato incrementa el rango 2 a
3 veces y se gbtiene un rango de p/2e” arriba de 1.3. Los
gesacoplantes 1ncrementan &l rangs a® recucci1én al maximo.  e:
ferredoxina, ferriciauros,metilvioldgenos, flavinas etc.

Clase Il.- Se reducen r&pidamente independientemente de la
fosforilacidén y la adicidn de los desacoplantes no afecta el rango
de reduccidn. no hay formacidén de ATP. Estos compuestos aparte de
ser aceptores o ToN3ISres sctlan como gesacopliantes y  son 4cidos
cébiles ,solubles en l{pidos en su forma protonada no ionizada. For

ejemblo el DCPIP.
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Clase IIl.- Se reducen répidamente 1ndependientemente de la
fosforilacién: los desacoplantes provocan poco aumento en el rango
de reduccidn del aceprtor, sin embargo se observa fosforilacién al

agregar ADP y fosfato € 81 DJ.
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RESULTADOS

Para caracterizar el erecto oe la ivalina v la =caluzamina C
sobrea la fotosintesis tn vitro. se empexzd por ensavar su efecto
scbre la sintesis de ATP y sobre la bomba de protones: como  se
nuestra en las graficas € figs. 8,9 ) ambos compuestos inhiben
parcialmente la fostTorilacién fotosintética y la bomba ge protones
asoclada a la reduccién del metilvioldgeno en la cadena de ox-red
no cfclica; de los dos compuestos ensayados la taluzanina C fue el
mis potente en inhibir ambas actividades pues tiene un Iso (
concentracidn gque proguce en S50% de iphibicidn ? cde 4.5 aM para la
s{intesis de ATP y produce un 40% de 1nhibiciédn en la bomba de
protones con concentraciones mayores a &.6 mM.; mientras que la
1valina necesita de concentraciones mayores para lograr los mismos
porcentajes de inhibicién que la zaluzanina C.

Una ve: gque se ha determinado Que estos compuestos tienen
cierta accién sobre las reacciones luminosas de la fotos{ntesis
descritas, se procedid a dilucidar cual es la accién de estos
compuestos la cual podria ser:

a).— Blcqueancso el transporte de electrones. Estos reactivos
inniden la sintesis o8 ATF detigO a que no se  rarma el graaiente
electragquimico necesario para la sfntesis de ATP. Ya que se
encuentra blogueaca una enzima de oxido-reduccidn.

b).—- Desacoplando la sintesis de ATP del transporte de
2lectrones. tas sustancias que pueden incrementar la permeabilidad
de los tilacoides a 105 protones. desacoplan la fosforilacién del

Flujo oe electrones. Les desacoplantes ne inniben la reaccién oe
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Pig. 8 Z=fecto de la ivalina sobre la sintesis de ATP y
Bozba de protones fotosintetica
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Pig. 9 Efecto de la zaluzanine C sobre 1a sfntesis de ATP
Y Bomba de protones fotosintetica
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La nezcla de reaccion para la bomba de protones contiene SaM
Ce HcClz.100mM ce KCI1 v ImM de tricina (pH 8.0 vy cloroplastos
fquivalentes a 40 41, esto en un volumen de 3ml. Para la s:ntesis
de ATF se colocan 0.5aM de ADP y 1.SmM de Fosfatos.Las condiciones
gel exparimenta como en materiales y m$todos.



fosforilacién =n s1 pero al eliminar el gradiente electroguimice

necesario para gue ésta se lleve a cabo. la sintesis ge ATP se ve

"interrumpxua. Bajo estas circunstancias el transporte de electrones

aturre. a mayor velocidag debido a que la Fosforilacidn acoplaca: a
la formacién del gradiente electroguimico es la gque regula 1la
actividad del transporte de electrones.

¢}.- Blogueando la reaccidn de fosforilacién en si1 misma: a
estos compuestos se les llama inh:ibidores cde la transfarencia de
energfa. En contraste con los otros mecanismos, estos inhibidores
blaquean la fosforilacidn y la porcién del transport2 de electranes
que es una consecuencia del flujo de electrones unido a  la
fosforilacidn ¢ 82 J.

Para determinar el tipo de mecanismo da2 inhibicidn producido
por estos compuestos, se midid su efectoc sobre el transporte de
electrgnes ce agua a metilvioldégeno en distintas condiciones
experimentales come son basal, fosfaorilante y desacoplado.

Se encontrd que tanto la ivalina como la zaluzanina C  inhiben
principalmente el transporte de electrcocnes desacoplado. Con la
zaluzanina € se encontraron valores de Iso de 1.57 mM y pard la
ivalina d2 4.7 =M. Estos resultados fueron semejantes a los
obtenidos con la sintesis= ce ATF y la bomba de protones volviendo a
ser la zaluzanmina C el compuesto m&s activo en la inhibicidn. San
embargo en el transporte de electrones desacoplado se

obtuviercon porcentajes de inhibicién mayores. destacando el va.ior

obtenido con la zaluzanmina €. El transporte de electrones
fostorilante también rfue 1nhibido por ambos Compuestos pera  con

menor potencia Qqu& la observada en condiciones dssacoplantes
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Fig. 10. =fecto de la Ivalina sobre el transporte de

electrones no ciclico de agusa a zetilviologeac
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Fig. 11 Efecto de la zsluzanina C sobre el transporte

de electrones no ciclico de agua a netilviologero
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La mezcla de reaccisn cel tramsporte ce electrones consta
100+ ce sacs-gsa. 10mM KC1l, y 1AM e tricina (oH 8.7

v de
@metilviolagenc como aceptor de electrocnaes ¥ cloroplastos
equivalentes a 60 ul, en Gn volumen de 3ml. Para el transporte 7e
electranes fosforilante se agrego ADF vy fosfatos en una

concentracicn similar al ensayo de sintesis de ATP y para el
transporte de electrones desacoplado se agrega 60uM de-NHaOH.



Crig.10,11]. Estos datos sugieren que cuands e}l tilacoide esté
energizado se protege el sitic donde actGan la ivalina y 1a
zaluzanina C.disminuyendo as{ el potencial de inhibicidn. Con estas
datos se puede decucir que la ivalina y la taluzanina C blogquean la
cagena de transporte de electrones de la reaccién de Hill., E}
siguiente paso cons:istfia en conocer Que seccidn de la cadena de
transporte de electrones era el punto de accidén de estos
compuestos. Para ellco se midio 2! efectc de estocs compuestcs sobre
tramos especi{ficos de la cadena de transporte de electrones
utilizando una combinacidn apropiada ce inhibidores, aceptores vy
donadares de electrones. El primer <ctramo medido fue el del
transporte ¢e electrones asociado al fotosistema I el cual va de
DAD ( 2,3,4.S-tetrametil-p—Ffenilendiamina } a metilvioldgeno: en
esta seccién 21 efecto de las lactonas secquiterpinicas  ensayadas
fue limitado,alcancindose porcentajes de inhibicidén muy bajos. 20%
can 6.4 oMt € fig.12 >, lo cual no corresponde a la inhibicién
observada en los exper:mentos efectuados en toda la cadena de
oxidacidn de la reaccidn de Hill, por lo que a continuacién se
midio el fotosistema II el cual va del agua al DAD. Los resultados
auestran una 1nhibicidn significativa para ambos compuestos con una
Iso de 1.4 mM para la ivalina v de (.6 mM para la zaluzanina C. Es
de notarse que a pesar de que la zaluzanina C tiene un valor menor
de Iso,lc cual no coincide con los exper:imentas efectuados en toda
la cadena de oxidoreduccién, produce & concentraciones cercanas a
&mM,una i1nhibicidn mayor ( 95% ) que la ivalina ( 834 )Cfig.12. lo
cual si coincide con los pr:imeros resultadoss de lo amterio* se

deduce que €1 blanco de accidn de estos compuastos esta upicago en

72



Pig. 12
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La mezcla de reaccidn para sedir el transparte de

Sfecto de la ivalina y la zaluzanina C sobre el
Transporte de electrones aciclico,
Fotosistema I ( DAD a MV ); Fotosistema IT « HpO u DAD)
—
Iva. PSI

—
Iva, FSII
————
Za.C. F3I

—
zZa.C. FGII

electranes

de ambcs fotosistemas consta del medio para medir el transporte de
electrones desaconiado agregando en cada caso una rLareja ce

donador/aceptor especifica y un intibidor espec:ficos
la tacia { en materiales y metodos.

de acuerdo a




2l tramsporie Ja =lacirones ascciace al foicsistema 1. Una vé: que
S8 s5ate lo antericor se sigue la missa estrategia  ensayanco tramgos
=43 cortos ce la cagena de reaox centro del! fotosistema II . De
acuarcs con la anterior se micid el transporte de elettrones de
agua al s:iicomolibgate lo qual corresponde a un  tramg  menar  al
fotosistama I! que va ce F0>Ca. Esta parte «e la cadena ae
transporte de elactrones es i1nhibida por estos compuestss con mayor
intensicad que con la Que :nhibfan el fotosistema I{,pues se obtuvo
una Iso de 1.2 =M para la zaluzanina € v &= 1.0 mM para la ivalina.
Una vez que sa obtuvieron estos dates se deduc? Qque s0lo quedan docs
sit:0s posibles ce inhibicidn,por 1o cual se estudid el efecto cde
los compuestos ensayados Sobre una porcidn de la cadena de
transperte de electrones gque sola tenga unc de los sitics de
inhibicidn, En el siguiente experimento se micio el transporte de
electrones sua va de la {.S-difeniicarpcasiaa al
giclarofenol indofencl, es aecir ce P&R0O>GAl Laos resultados
encantradcs auestran Ggue no hay efecto de la ivalina y la
zaluzanina C sobre este <tramo de la cadena de transporte de
electrones por lo cual se decuce que el s:tio de 1nhibicién no se
encuentra en este tramo.Tabla 2.0 los resultados anteriores se
infiere que las lactonas sesguiterpénicas ivalina y Taluzanina C©
tienen ccamo blanco princ:pal de la cadena de transporte de
electrones fotaosintética la entima que fotoliza el agua, la cual se

encuentra antes cel centro de reaccidn del Fotosistema [I ( FéBQ 3.

Discusién

Hay una gran variecao ge sustancias Que pueden i1nhabir el lado
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Tabla 2 Efecto de la 4ivalina y 1lsa =zaluwanina C sobre

reacciones parciales de la cadena de transporte de electrones

fotosintetica.

Compuesto Cantidad agregada % de inhibicidén
« mM ) H20>DAD Hz0>SiMo DPC>DCPIP

Ivalina Q.00 0.0 0.0 0.0
0.88 -— 45.0 —-—
1.77 57.0 59.0 8.0
2. 66 &4.5 66,0 _...1.0

3,55 75.5 " 70.0 T olet

4.44 . 8000 NI T3SS

b5.66 82,0 . mo.s T

.Zaluzanina C
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nxxd$cn del” "Fctqsxstema II. la 'mayorf{a de los cuales tienen
distintos mpﬂﬁéV;'dE accién y diferentes caracterf{sticas quimicas.
1.- 1nr;ibxdo-;es que actdan en el sitio ge oxidacidn del agua.

-E‘i sxé‘.xo de :1phibicidn cde la hidroxilamina, metilamina. amonfaco.
été. es el sitio de ruptura cdel agua. la forma activa de estos
compuestos es la base no protcnada de la amina,lo cual determina el
PH en el cual ray inhibicidn para cada sustanc:a.De esta mansra el
amonf azo y la metxlag:nna necesitan oe un pH mayor a B8 para tener su
base no protonada y ejercer as: su accidn  inhibitoria, A valores
bajos de pH o bajas concentraciones el efecto desacoplante oge estas
sustancias predgomina. La h:droxilamina es una base mis oébil y tal
ver por ello tiene efectos inhibitor:os a valores de pH menores y a
menores soncentraci:ones{ 75 )3 e1n embargc  la  inhiSicién con
hidroxilamina es mds compleja, a bajas concentraciones de
hicroxilamina, dos de estas moléculas se unen en la luz de manera
reversitle a cada centro liberador de ox{igeno, produciendo de esta
@anera la i1nhibicidén € 83 ) ,ce tal manera que la hidroxilamina a
bajyas concentraciones actda como andlogo del agua conando electones
3 la cadena de2 traneporte e elecircnes, coasitiendo efectivamente
con ésta por el sitio activo cdel centro liberadaor de oxigenn € 84
J: s:in empargc a concentraciones mayores (1 a 10aM 1, en la
obscurigad se provoca la pérdida irreversible de 1la capacidag ce
liberar oxigeno cancomitante con la liberacién de 2/3 del manganeso
uni1do al cleroplasto. estos cloronlasto son capaces adn de ovidar 2
varios canadores de electrones artificiales incluyendo a la
hidroxilamina misma con una efectividaa del &60%, Cuando el

tratamiento se nace en la lul,.se produce la destructidn del sistema



liberador ae :xigeno’( 83 2.

Otraos innigores como el amonfaco y 13 higratina  tamBién
liberan el manganesoc unige a la membrana.par 1o cual sa piensa
que tienen 21 misAo mecanismo OB accidn. En el mecanismo mas acep-
tadgo se reemplazan dos moléculas ce agua por dos moléculas de hi-—
droxilaminas en el estage i1, después se lleva a cabo la oxigacién
del complejo con un fotdn cancdo el estado So con la lizeracidn ce
das protones y una colécula de nitrcgeno € 84 D.

—ta i1nhibic:idn gor TRIS ccurre a nivel de la oxidacién cel agua.

La Forma activa 25, al igual que en las aminas,la base no proto-
naca va ague se reguieren valores de pH mayores ce 8 para su  ac-
cién. Los clorcplastos tratados con TRIS retienen su capacidad de
fosforilar cuando transfieren electrones de donacores de electro—
nes a MV. La incubaciédn de clorcplastcs con TRIS en la luz lleva
a la destruccidn <2 la capacicad cdel sistema liberador de oxfige-
no.por lo cual los cloroplastas tratages con TRIS solo  pueden
oxicar donadures ce electrones artificiales, esta destruccidn se

debe a la acumulacidn de oxicantes procucidos por el fotosistema
11 ¢ 89 ).
o o

= Tratamientos o2e 3I° a2 §0 y S a 48 ipactivan a la enzina
lineradora de cxigenoc., este tratamiento libera el manganeso unido a
la membrana. s:n embargo la readicidén de manganesc no  restaura la
actividad por lo cual otro factor debio ser alterado por el calor.
< 75 5.

~ La reacci1én ge iones calcio v cloruro oprovoca 13 1nAnipicién
completa d2 la evelucidn de ox{genc debido a que los iones calcic y
clorurc son esenciales para la estabilidad c2 los distintos estados

de oxidacidn g2 la enzima liberadora de oxigenc. La reanscién  a@
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aangan‘esa frozuce innidicidn ‘cecico’ & que foraa el sitio activo de
12 ‘enziza €75 3. ' : -

— walores de pH‘éx:ernos de $-9.3 en presencia de cesacoplantes
provocan una elevacidn aesl pH internc., éstg afecta al estado Sz ae
la enzima liberadora ce oxigeno.el cual es sensible al pH internc,
1o que se tracuce en una inhibiciédn en el flujo de electronesC8S.
-~ PDiversos mcdificadores  Julimices bhan sial utilitados como
inhibidaores d2 1la cacena de transporte de electrones en las
measbranas de los cloroplastos. Entre los mds ut:ilizados estan el
diazonio pencen sul¥énico ¢ DABS 1.el cual tnhibe el transparte de
electrones en el mivel ce oxidacién del agua, Este reactivo provoca
ufa mayor :inhibicidén cuando los cloroplastes son modificados en la

luz,

El DABS 25 un cocpuestos guimico hidrosoluble y por 1o  tanto
no peraneatle en las meamtranas de los tilacoides; reacciona con el
grupc €-aminc e la lisina. hidroxilos, sulfhidrilos., imidazol, de
los restos de am:inocdcicdos que forman las protefnas. £1 DABS inhibe
el transporte c2 electrones al mivel de la ox:idacidn del agua solo
en la luz; concomitente a esta i1nhibicidn hay un aingremento de 3 a
4 wveces en la 1ncorporacidn o= DABS en las membranas en comparaciédn
a la incerporacién &n la obscuricad. Este aumento en la
xnccrpnra:x&n ce DABS es el respansable de la 1nhibicidn,ya que hay
una cerrelacién entre la intensidag de la lu2., inhibicién al
fotosistema II = inceragracidn 2el reactivo. Esto, 3unto al hscno ce
que la oresencisz e DUMU previene la inhibic:i1dn,. indiza que el
transpcrte ce elactrones de agua-P0 es necesario para aunmentar la

un:ép g2 DABS y producir 13 inhibicidn. 2or lo tanto se deduce que

~
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21 transporte ©e eiectrones provoca un  cambic  <on

expone centros reactivos ocultos al DABS en la otscuricgas lc  cual
provoca la mayor xﬁéorporacién del reactivo y la 1phibhicidn ¢z la
oxidacidn del agua. SEsto queda confirmado porqQue la presancia  ge
‘desacoplantes Que aumantan la velocidad del transporte de
elactranes en la luz. aumenta la :incorporactidn y la i1nhibicidn de
DABS. El cambio conformacional detectads gor DABS es resultado
directe de ios bratones liberados durants la oxidac:dn dal agua.liss
cuales prgbablemante se un2n a una protelna  provocando el cambic
confarmacional.

En la obscurigad el DARS tiende unirse al fotosistema 1. el
cual es mds accesible a un reactivo hidrosoluble. ésto provoca una

inhipicién cdel transporte de electronas de Ao-ferredoxina y de

Ferredoxina
Se han provadc otros modificadores quimicos para saber cual es
la naturalecza quimica de los grupos afectados por €1 DABS. E1
icdoacetatc reacciona  solamente con grupos sulfhidrilo, este
modificador quimico atl i1gual que el DABS se i1ncorpora mas en la lu:z
Yy presenta otras caracterfsticas n ccmdn con la i1nhibicidn con
BAES, en cambio el anniarido acetico que reacci0na Con gGrupds amino
s@ 1n0corpara sencs en la luz. lo cual indica gue el campio
conformac:ional peocducido por el transporte de elecircnes cculta los
grupos reactivos al anhi{drido acético, adem&s de volver 105 grupos
amino da la lisina m2nos reactivos al transformarlos en su  forma
iz mrotconaza (€8 - 29D
— Los agenites Suslantes nidrof{li20s inhiben sitioz dgel transporte

de slectrones donce hay metales como coora. fierro. sanganesc



unxcos:;a ‘uné' enﬁxma; Qéﬁtru de X;k cadena: de transporte de
electrones 1§ct§§iﬁ:‘éti:é. estos compuestos tienen tres sitios de
accxéyn siendo dno de ellos él s1tio de manganeso 0 de oxidacién de
agﬁa «por ejemplo saliciladoxima, acridina. dith:izona, etc.C 90 d.
— Anticuerpos dirigidos ccntra componentes del fotosistema I1 como
la clorofila inhiben la oxidacién del agua. Los anticuerpos no
pueden atravesar la membrana de los tilacoides debdbido a su tamafo,
sin embargoc al unirse a componentes del fotosistema Il provocan un
cambio conformacicnal en €l: éste altera o1 funpcionamiento del
sistema liberador de ox{geno. Esto indica que el fotosistema II vy
el sistema liberador de oxigenc forman un complesa proteinico
transmembranal de tal manera que el ataque de anticuerpaos por el
lado externoc de la memabrana afecta las actividades de todo el
complejo .C 83 ).

- €1 &cido linoleico produce inhibicién total del transporte de
electrones al nivel de la oxidacién del agua en concentraciones de
I00uM. Su inhibicién es poco usual porgue no es revertida por
cadares ce electrones artificiales, es revertida parcialmente por
la adicidn de albumina serica bovina y manganeso, produce una
perdida lenta e irrevesible del manganesoc unido al sistema
liberaccor ce oxigend, inSucienc® una pérdida del cambio de
absorbancia a &90nm atribuido a P&B0O, lo cual se explica por el
hecho de que los 4cid0s grasos tienen dos s1tio de acciédn uno entre
la fearitina y Qa vy otro entre Z y P&30 C 81 ),

—~ E1 cacalol es un sesquiterpeno extraido ce la planta Cacalia
decomposttae, @l cacalol inhibe el transporte de electrones a nivel

ae la entima literadgora de oxigeno. El cacalol es la primera
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sus:éncxa‘ﬁes:ﬁbiééta de arigen bioldgico gue tiene comg blanco  ge
accién a ‘'la enzima liberacora de oxfigena.( 82 ).

-.Los estados do oxidacidn Sz v Ss cel sistema liberador de oxigeno
regresan espontangamante en la obscuridag al estado Ss, Las
sustancias ADRY {( aceleration of ceactivation reactions afF water
splitting sistem Y ).como su nombre indica aceleran =2l decaimiento
¢e los estacos Sz y Ss. Estc provaca una tnhibicidn  en el
transporte de electrones a nivel de oxidacidn del agua. Debico a
éstc el efecto ADRY se ve melar a ©ala intensidad cde lus y bajas
longitudas da& anda doancde la evolucidn de los estades de la 2nzima
liberadcra de oxigeno no es tan sficiente y puede ser alteraca par
el efecto ADRY ¢ o2 ).

Los agente ADRY se caracterizan por tener un grupo acidico,
siendo la forma aniénica de la molécula la forma activa.

Los agentes ADRY progucen un flujo de electrones cfclico
interno tomando electironss de diversos puntos de la cadena de
transportadores de electrones y ut:ili~andolos para reducair los
estados Sz y Ss a traves de la induccidn de cambios
conformacicnalos o por la directa intervencidn de los agentes ADRY
cano transportadores de electrones. Algunos agentes ADRY modifican
otras reacciones redax catalizadas por el fotusistema II como @
gisminucién del rango de la reaccidn da deactivacién normal.
1nduccidn de la fotooxicdacién del Citosse vy de los carctenos y
aumento en el rango de reduccidn del acarreador de electrones
intermedio Z fotocoxiaaoo en cloroplastos lavados con TRISC 93,840).
- Hay una gran variedad de iones metdlicos gue afasctan el sistema

liberador ge oxigenoc en el fotosistema Il. Los iones =inc provacan
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la peraida del manganreso del sitio catalitico de 1la enzima
liberadora de oxigeno con la consiguiente inhibicidédn del transparte
de electrones en el lado oxidado del fotosistema Il en algas. En
cambio en los cloroplastos de plantas superiores el sitio de
inhibici1én se encuentra ma&s cercano al  centro de reaccién del
fotosistema I1 € 0% , 98 ), Los 10nes cadmio afectan también en el
lado donador del fotosistema II actuando sobre la encima liberadora
de oxfgeno, a bajas caoncentraciones de £d(NOs)z se ve un efecto
desacoplante. el cual cambia por un efecto inhibidor a
concentraciones mayores. Los iones cu® inhiben el transporte de
electrones en cloroplastos de espinaca en varios puntos, los cuales
son: e} lado oxidante del fotosistema II, el lado reductor del
fotosistema Il cercano 2l centro de reaccién, el citocromo <, en
lado reductor del fotosistema I y en la ferredoxina. El cobre se
caracteriza pargue a tajas concentraciones inhibe principalmente en
el fotosistema Il y a concentraciones mayores en el fotosistema I,
el cobre también produce una inhibicién mayor con una preincubacidn
en la iuz, ésto es muy importante porque todos los iones metdlicos
actuan uniendose a pratefnas membranales y cambiando de Est; manera
la actividad fisidlogica de esa proteina, por 1o cual la mayor
inbibicién cel cobre en la luz indica que un cambio conformacional
producido par la luz expone los centros reactivos del cobre
aumentandose de esta manera la inhibicién € 97 , @8 ),

Las sustancias que afectan el transporte de electrones a nivel
de la oxidacién del agua cubre una gran variedad de modos de accidén
y caracteristicas estructurales,lo cual determina que su efecto

sobre el sistema liberador de oxigeno no tenga la misma intensidad



Tabla 3. £sto puece explizarse por el hecho 92 Que el fotostistama
Il se encuentra embebido en las membranas de los tilacoides de los
grana y por ello se encuentra menas expuesto a dstas
sustancias.Esto determina que muchas de éstas sustancias sean
particulas pequeffas como iones ¢ sustancias Que puedan atravesar la
meabrana dabido & sus caracteri{sticas hidrofébicas. Sin embargo
ciertas sustancias hidroff{licas puaden afectar al <funcionam:iento
del sistema liverador de c:igeno actuando schra el lado externc del
fotosistema [I produciendo de esta manera un cambio canformacional,
el cual afecta la actividad de la enzima que se encarga oce oxidar
el agua.Bsto es consecuencia de la organizacidn cde los distintos
polipéptidcs gue Faorman el fotosistema Il,pués la enczima liberadora
de oxfgeno se encuentra en los mismaos polipéptidos gue el centro de
reaccién del fotcosistema II.

En cuanto a la potencia de su accién,las sustancias que por su
modo de accidén actuan directamente en el sitio catalftico del
sistema liberador de ox{geno necesitan de concentraciones elevadas
y en algunas su accidn cdepence del pH;todo ésto determinado por la
dificultad para llegar al sitio de accidn: en cambic las sustancias
que actdan sobre la parte externa del fotosistema II  necesitan de
concentraciones menores, lo que i1ndica que no necesttan llegar al
sitio activo para ejercer su accién.

El hecho <ce que zaluzanina € y la ivalina afecten
principateente el transpcrie de electrones en concdicicnes
desacoplantes,sugiere que estas sustancias se 1ncorporan mejor
cuanda no hay c«ambios conformacicnales relacionados con ta

fotofosfaorilacién y cuando Si hay cambios conformacionales debidos



Tabla 3 Efecto de diferentes compuestos “en l;s reacciones de

oxidacion del agua

Compuesto Concentracién ( mM ). -de Inhibicidn

amoniaca ¢75> 10 100
metiamina“C78> 100 100
higroxilamina™c7s) 1 100
TRIS COS) £0-80
pcmu®co3d 80
cu®".cd®", zn?""coed 0,005 i 80-100
Cacalal®cs2) 0.06 100
anNT2p"cs2 0.0005 -1
DABS” 88> 1.5 s0
tvatina™" 1.4 s0
zaluzanina €% 1.6 50

&t Los numeros que estdn al final de cada compuesto, representan la
numeracién bibliografica.

3% 30n los compuestos caracterizados en este trabajo.
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el‘transn;éfe_de electrones:ya cuefelltransécrte ge electrores  mis

a#éé:acé %ﬁe ei desacoplado 'eﬁ eiiéuél‘e} transporte de electrones
ocurre a uqa’m;yar“yeigcxdéd: gsto,enruccﬁjunto ccasiona. que laos
Eentra react:vos a_.la :alu:anxnaCj' v- . a ‘la  ivalinma que estaban
ocultss  queden e;puestcs a la accidn da estas lactonas
sesguiterpénicas produciendose asi la - inhibicién observada. Esto
sugiere gque una preincubacidn de los cloroplastos can las lactonas
‘sesquiterpénicas en la luz podria incrementar los porcientos Qe
inhibicidén observados.

Acemds de la zaluzanina C y 1la ivalina. sclo una de las
sustancias Que tienen actividad sobre La oxidacién del agua
proviensn de fuentes naturales: el cacalol y algunos de sus
cerivades que al :zual gque la zaluzanina € y la 1ivalina es un
sesguitarpens e inhiten en mayor grado el transporte de electrones
desaccplade.le cual puede indicar que actuan de la misma manera.,
Sin embarga el cacalcl es wmucho mas potente Qque las lactonas
sesquitargénicas de este trabajo ya que produce un 1007 de
tnhit:icidn con una concentracidn de &0 uM por 1.2 of de las
lactaonas sesqQuiterpénicas. ésto sugiere la importancia del
esguelets sesguiterpénicc « otros factores en la actividad sobre el
sistema liberadcor de ox{genc,disminuyando la& importancia cel grupo
a- metilenc y—lactona consiczrada como el grupo reactive de las
lactonas sesquiterpénicas. Probablemente sea importante la
part:icién d2 =25tas compuestos, lo que hace gue queden lejos de la
enzima que fotoliza al agua,dificultands su accién y por ello se
requieren cONCentraciones Mayores.

Estas sustancias son productos 2@l smetabolismo secundario  de

8s



a!gunqlplantas y se piensa que ‘actuan como alelogufmicos ailterando
Xas»rela:iﬁne%fdevlas plantas que los producen con otras plantas vy
éﬁiméles afectando de * esta manera el entorno ecoldégico de la
planta. Los resultados obtenidos sugieren que la ivalina y la
ﬁalﬂ:ﬁana € puecen actuar como ageniss aleloguimicos interfiriendo
:oﬁ lé cad=na de oxida recguccidn ge las plantas,aunque no se pueden

sacar caonclusiones ceterminantes al respecto.

En =21 estudio realizadc se encontré gue dos lactonas
sesquiterpénicas, la ivalinma y la zalu:zanina C, producidas por
plantas comunes en el altiplang de México actuan came inhibaidores
de la reacc:dédn ce Hill actuando a nivel de la cxidacién del aguas
sin embargo, con los datos chbtenidos en este trabalec no se pueden
5&C&r ConGiusiones respectod el posibie papeli de estas sustancias
como aleloquimicos y acerca de las caracter{sticas estructurales de
édstas lactonas sesquiterpénicas gque determinan la inhibicién sobre
la reacc:4n de Hill, debido a las pocas sustancias disponibles para
el ensayo, en un estudio anterior saobre el cacalol, otro
sesguiterpeno, se vio la importancia a2 las grupos hidroxilo del
cacalol sara su actividad sabre el sistema liberador de oxigeno,
por lo cual los ¢rupos hidroxilo de la ivalina y la =zaluztanina €
pueden ser tampién i1mportantes para dar la itnhibicidén observada. El

£iguiente pasc cocasistir{a en encontrar otros sesquiterpenos que
actdésn sobre el sistema liberador de oxfgeno ' realizar
@mogificaciones culmicas scbre @stas SUustancilas Dara var ol efecto
de 2ste cambio estructural sobre la actividad, relacionando de esta
manera la activiaaa can la estructura para encontrar los grupos

funcionales que determinan la actividad inhipitoria.
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