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IM'TRONYCCION

Generalidades

La transferencia de energfa que existe, en membranns de or-
ganelas, entre el transporte de electrones y la unién anhi{drido el
ATP, fue primeramente estudiada en mitocondrias en 1937. Diecisiecte
afios mis tarde, Arnon y col. la investigaron en cloronlastos de espi-
naca (1) y Frenkel (2) y Geller (3) lo hicieron en cromatéforos dc
bacterias fotosintéticas.

Estas investigaciones han conducido al estudio de las reln-
ciones entre el transporte de electrones, la fosforilacibn y el metn-
bolismo del carbono en sistemas respiratorios y fotosintéticos.

No hay, sin embargo, hasta el momento, un consenso general
de opinibn sobre el real mecanismo de fosforilacibén, ni se conoce 1lea
naturaleza exacta del acoplamiento entre el transporte de electrones
y la sintesis de ATP. Tanto el transporte de electrones como la sfin-
tesis de ATP (fotofosforilacibn) ocurren en la membrana; por este
motivo es particularmente importante poder determinar la relacibn

entre estructura y funcibén en la misma.

Membranas acopladas, tales como la membrana interna mitocon-
drial, membrana tilacoide de los cloroplastos y regiones especialcs
de todas las membranasbacterianas, contienen un complejo proteico
capaz de utilizar la energfa derivada de la transferencia de electro-
nes en la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi, y/o de utilizar la
energf{a derivada de la hidrblisis del ATP para varios procesos, tales.
como transporte de iones, transporte de electrones en contra del gra-
diente termodinémico, etec. '

Este complejo puede ser aislado, mis o menos intacto, de 1la
membrana, mediante detergentes (4 - 7). Una subfraccibén de este com-
plejo puede ser obtenida en forma soluble en agua, conteniendo los
nuclebdtidos unidos a sitios de "si{ntesis de ATP", Esta fraccibn es



1.2,

1.2.1.

llamada generalmente "ATPasa'", "factor de acoplamiento'" o
"CF1" (8),

La ATPasa interactda con los nucledtidos aunque falto
ain elucidar 1a naturaleza de esas interacciones que son par-
ticularmente complejas y que llevarén, en definitiva, a sin-
tetizar o hidrolizar el ATP,

Transporte de electrones. Su relacibn con la fosforilacibn.

Introduccibdn

L.a transduccién de la energfa del transporte de elcc-
trones al fosfato terminal del ATP ocurre a través de uno o
mAs estados intermediarios, cuya naturaleza no est4 bien de-
finida. Las hipdtesis existentes sobre la naturaleza de cstos
intermediarios van desde un complejo quimico de alta enercia,
potencialmente aislable, hasta un gradiente de protones a
través de la membrana; la tendencia actual es conslderar un
potencial eléctrico intramembrana (redistribucién de cargas)
y estados conformacionales de la membrana entera o de sus
partes, como componente adicional o central en los estados
intermediarios de alta energia.

Hipbtesis propuestas para la sintesis de ATP

Hipbtesis ggimica.'El primer mecanismo de fosforilacidn

propuesto involucra una unibén covalente entre un transporta-
dor de electrones (citocromos u otros) en un nivel energético
bajo, y alguna otra: entidad (9) (probablemente CF, llamado
X aquf). Este complejo X (ecuacibén 1) es el verdadero dador
de electrones al pré6ximo transportador. En la etvapa oxidativa
(ecuacibn 2), la unibén del complejo transportador es llevadas



1,242,

a un nivel energético alto (de =X a wX)., Para que el trans-
porte de electrones continQe, el complejo se rompe y adiciona
primero Pi (ecuacién 3) y en una Gltima etapa (ecuacibn 4)

la energfa almacenada en la unibén X v P{ es aprovechada para
formar ATP a partir de ADP,

AHy + X ——= AH,-X (ecuacibén 1)
AHX * B === BH, + A~X (ecuacibn 2)
A~vX +PlLs=sX~VPR+A (ecuacibn 3)
X~Pi + ADP ==ATP + X (ecuacién 4)

Este mecanismo no es aceptado actualmente ya que no
explica los fenbmenos de potencial eléctrico, flujo de iones
0 cambios estructurales de la membrana, que se ha comprobado
estin asociados directamente al mecanismo de fosforilacién,

‘Hipbtesis quimiosmbética. Esta hipbtesis fue extensamente

desarrollada por Mitchell (10 - 13) y puede sintetizarse en
cinco postulados fundamentales:

l.~- Las reacciones relevantes ocurren sobre una mem-
brana, .pobremente permeable a protones (H*), que encierra

un espacio interno.

2,- E1 flujo de equivalentes de reduccién se desplaza
de los transportadores de electrones (citocromos) a los trans-
portadores de hidrégeno (plastoquinona) y viceversa. Cuando

ocurre lo primero, el H* extra es tomado del medio exterior
~a la membrana; si el recorrido de los equivalentes de reduc-

clbén ocurre desde los transportadores de hidrégeno a los de
electrones, el HY es expulsado desde el espacio interno, El
efecto neto acopla el flujo de los equivalentes de reduccidn
a la translocacidn de H' de adentro hacia afuera (en mitocon-
drias la direccién del flujo de H' es contrario).



3.~ E1 flujo neto de iones H provoca:
a) una acidez mayor dentro del espacio interno (crea un
gradiente de pH),
b) una acumulacibn de cargas que lo hace eléctricamente
positivo. Para evitar una excesiva diferencia de car-
gas eléctricas hay, al mismo tiempo, un movimiento de otros cationes
hacia afuera o de aniones hacia adentro. El movimiento de otros iones
es de naturaleza electroforética., El movimiento activo de H¥ crea un
potencial eléctrico en la membrana.

4.~ La combinacién de la diferencia de concentracién de H*

Yy el grado de cargas positivas en el interior de la membrana, se co-
noce como "fuerza protonmotiva" (pmf), o diferencia de potencial elcc-
troquimico. '

RT
pmf = AY ¢ ——— (apH)
F

pmf se expresa en milivoltios, R y T son la constante de los gases
y la temperatura absoluta y F la constante de Faraday, AY potencial
de membrana y ApH gradiente de pH.

5.- Este potencial (pmf) serfa el responsable de obtener la
energfa necesaria para la sintesis de ATP mediante la reversifn de
una ATPasa translocadora de Ht (10). La porcién hidroxilo del agua
necesaria para hidrolizar ATP es obtenida del interior de la vesfcula
y el H' del exterior., Asf, el efecto neto es la aparente translocacién
de un H* haciag adentro y el desdoblamiento de un ATP. De modo que la
consecuencia de la hidrblisis del ATP es una elevacidn de la pmf de
la vesf{cula. De esta forma, una alta acidez interna y una carga eléc-
trica positiva (alta pmf interna), produce sintesis de ATP (es decir,
la reversién del diagrama mostrado). La translocacién de H* es parte
obligada del transporte de electrones.



1.,2.3, Hipbtesis conformacional. La teoria de R.J.P. Williams (14)

propone que el transporte de electrones puede conducir a la

localizacibn de H* en la membrana hidrofbébica, los que se con-
binan con agua producida en la sintesis de ATP, para dar iones
hidronio que serfin expelidos. El efecto neto es la ficil des-

hidratacibén en las regiones hidrofébicas de la membrana.

Dilley (15), Lynn y Straub (16, 17) estin de acuerdo
con la concentracién de HY locales Yy proponen que el factor
de acoplamiento debe ser reducido y protonado para que ocurra
la sintesis de ATP,

Bennun (18) especula sobre una redistribucibén de car-

' pgas que resulta del transporte de electrones a grupos qufiiicos

" especificos, dando como resultado la deshidratacién. la exis-
tencia de redistribucibn de cargas en la membrana es también
invocada por Chance (19) quien ha contribuido a explicar las
observaciones hechas sobre los transportadores de electrones
(citocromos) que exhiben dos potenciales rédox diferentes. Fn-
ta teorfa muestra la fntima naturaleza de la transferencia de
electrones a través de sus componentes, los cuales conectan
grupos de tramsportadores que sc encuentran en ciertos niveles
de potencial y representan regiones eficientes transductoras
de energfa. Su actividad depende de los movimientos transla-
cionales y rotacionales de los citocromos en la membrana. De
aqui que los cambios conformacionales de los citocromos sean
de suma importancia en esta hipbtesis, mientras que la natura-
leza de las reacciones de transferencia de electrones dice muy
poco sobre la conexibn con la sintesis de ATP.

Por Gltimo, Boyer (20) ha sugerido un'rol para los
cambios conformacionales de las protefnas en relacibén con la
sintesis de ATP.

En general, esas hipbtesis sitan el estado cargado



energéticamente de la membrana transductora, como intermedia-
rio entre el transporte de electrones y la sintesis de ATP.
-La condicibén energética requerida en la mayorfia de ellos es
una serle de diferentes concentraciones localizadas ( de 11*
o electrones) en la membrana y no de un lado o del otro de lo

‘misma.

1.3.. Accibdn de ionbforos y desacoplantes.

El uso de antibibdticos y transportadores quimicos
especificos de iones, cuyo modo de accibén es conocido, ha
sido de gran utilidad en sistemas naturales y modelos de -
branas para definir 1la fisiologia de cloroplastos y cromaté6io-~
ros. Estos compuestos, que transportan H* o cationes metAlicos,
OH~ 6 Cl1l™ a través de la membrana, pueden hacerlo sin cambio
en la distribucibn de cargas o con un movimiento electrogéni-
co, es decir, mediante un flujo neto de cargas como difusidn

simple de iones.

1.3,1, Tlujo neutro. Destruccibdn del gradiente de pH. Un movimiento

neutro de iones ocurre cuando una molécula transportadora
(ionéforo) es capaz de penetrar en la membrana unida a un H*,
catibn, anibén u OH™. En el caso de la nigericina, tanto el K*
como el H+ difunden, cuando se establece un gradiente de acti-
vidad electroquimica, en forma neutra, intercambiando un H*
por un K+ a través de la membrana tilacoide. Estos intercam-
blios tienden a igualar el pH en los dos lados de la membrana,
produciendo de esta manera, la destruccién del gradiente de
pH, (4pH).

La accibén de detergentes como Tritén, a bajas concen-
traciones, puede causar un efecto similar. Este detergente
cambla la estructura de la membrana haciéndola mis permeable
a los iones (21).



Bases orginicas no protonadas también nueden entrar
en forma pasiva, si el pH del medio es alcalino en relacibn
al pH de la base, la base libre esti presente afuera y el
equilibrio ocurre sin cambio de energfa (22)., Por otro lado,
las bases fuertes (ClNH, o muchas alquilaminas) a hajas con-
centraciones puedep_equilibrar el gradiente a-través de la
.membrana, en oscuridad. Cuando se ilumina la membrana, entran
HY el pH interno comienza a bajar con respecto al externo,
se protona la base (NH3), cae la concentracidén de base libre
dentro de la vesicula y comienza a difundir NH3 del exterior
A su vez, la concentracibn de NH3 (base libre) en el exterior,
baja y para mantener el equilibrio, una cantidad equivalente
de la base protonada exterior, se disocia. Esta disociacibn
libera en el exterior un nGmero de H* equivalente al del
interior; de esta manera, en la luz no se crea un gradiente
de H* a'ambos lados de la membrana. Este flujo neutro no
afecta el AY ya que simulténeamente se produce la entrada de
C1l” o la salida de K* o Ma*,

1.3.2. Flujo electroaénico. Destruccibdn del potencial de membrana.
Mediante la adicién de valinomicina, puede ocurrir un movi-
miento electrogénico de K* o NHZ. Este antibibtico se une
formando un complejo con K* o NHZ pero no 1o hace con los I+,

Es decir, que los iones K* o NHZ son transportados a través
de la membrana' por valinomicina, pero no pueden ser inter-
cambiados por H+; por lo tanto, el resultado de este trans-
porte es un cambio en la carga a través de la membrana.

Una cantidad de &4cidos débiles, incluyendo el F-CCP
y el DNP, actlan como transportadores electrogénicos de H*,
La forma protonada penetra la membrana, descarga el H"y
vuelve a cruzar la membrana como anibén. Este flujo unidirec-

cional neto de H* causa un cambio en la carga de la membrana.



1.3.30

También se produce un flujo electrogénico de iones
cuando los lones capaces de penetrar la membrana difunden sin
la adicibn de un transportador especial. Un gran nGmero de
aniones pertenecen a esta categorf{a, si bien sus capacidades
de penetracibén dependen de la organela en estudio., En croma-
téforos de R, rubrum se han estudiado los efectos del perclo-
rato y tiocianato (23), sulfato y picrato (24), as{ como tam-
bién anlones artificlales como el tetrafenilboro (25). Este
mecanismo destruye el AY, En el caso de la valinomicina de-
pende de la direccibn del gradiente de difusién de K, que se
incremente o disipe un AY existente.

Accibn desacoplante en sistemas tilacoides, Para obtener un

desacople efectivo es necesario eliminar ambos componentes

de la pmf, es decir ApH y A, Asf, por ejemplo, en cromat6-
foros de R, rubrum se requiere el uso simultineo de K+ y
nigericina para destruir el ApH, intercambiando Kt por it

y valinomicina para permitir la salida electrogénica de iones
n¥ del interior de la ves{cula, disipando de esta forma el
AY, Este también puede destruirse por el agregado de aniones
permeantes, en lugar de valinomicina (24, 26, 27). En parti-
culas subcloroplésticas se obtienen conclusiones similares
(28 - 30)., Sin embargo, en cloroplastos 1la situacibn es di-
ferente, ya que se produce un desacople efectivo por accidn
de ionéforos que destruyen solamente el 8pH, por ejemplo
C1MH,, nigericina, gramicidina y otros desacoplantes (31 =
35), Esto implica que, durante la fotofosforilacién, &Y no
existe o es muy bajo, al menos en presencia de estos agentes.
Es decir, que la entrada de Cl~ presumiblemente compensa la
carga eléctrica que se produce por la entrada de H*¥, Entonces
la diferencia entre cloroplastos y partficulas méis pequefias
estarfa en la mayor permeabilidad de los primeros a los iones
C1~ (36 - 37). En cloroplastos, el Cl™ atraviesa la membrana



por difusibn pasiva, eliminando asf el AY creado por la entrada
de H* y conduciendo a un ApH como principal componente respon-
sable de la sintesis de ATP,

En los cromatéforos y partfculas subcloroplisticas, en
cambio, al ser impermeables a iones Cl~, se observa que el &Y
adquiere un valor suficientemente alto como para ser un factor
importante en la fosforilacién. As{, la eliminacidén de Apll por
ClNH4 resulta en una inhibicibén de la fosforilacibén en cloroplas=-
tos pero no en cromatbéforos o partfculas subcloroplisticas.

Por otro lado, desacoplantes como DNP o F-CCP a bajas
concentraciones inhiben tanto la formacién de AY como de A pH
y por lo tanto la formacibn de ATP, pero su accibén es mis com-
pleta en presencia de valinomicina (interactuando sinerpistica-
mente). E1 DNP permité solamente la salida electrogénica de H*
y valinomicina la de K+, los dos juntos actdan entrando K y
sacando H* (38). .

Fuerza conductora en la sfintesis de ATP

"En membranas tilacoides, el transporte vectorial de
electrones inducido por la luz, causa un movimiento vectorial
de H* que provoca un ApH y/o un &Y 5 través de la membrana,
También se cree que la combinacibn de ambos componentes (pmf)

‘puede conducir a la sfntesis de ATP "in vitro" (39, 40), pero

no se sabe todavfa qué ocurre "in vivo", es decir, cbmo se lle-
va a cabo el proceso.

Jagendorf y col. relacionaron el ApH y la fosforilacibn
y demostraron que el 8pH podrfa ser inducido a través de la
membrana tilacoide por la luz (4l1), o artificialmente por una
transicién 4cido-base (42), y que este ApH podria conducir a
la sfintesis de ATP en oscuridad. También mostraron (43, 44)

que la cinética del eflujo de H* y la fosforilacibén fueron muy
similares después de ese tratamiento.
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Todos 1los sistemas fosforilantes, (cioroplastos (45),
mitocondrias (46) y bacterias (47, 48)), parecen poseer factores
acoplantes muy semejantes. Todos ellos son ATPasa translocadoras
de cationes, anisotrépicas (49), y sintetizan ATP con un eflujo
concomitante de H' a través de la membrana. Cuando estén unidos
a ésta, catalizan la sintesis de ATP. En algunos casos son
ATPasa latentes, es decir activadas por algin tratamiento pue-
den hidrolizar ATP, introduciendo H* en el espacio tilacoide
(50) y causando una reversién del flujo de electrones (51).

Otra demostracibdn de la intervencién del ApH en la fos-
forilacidén la dieron Stockenius y Racker (52) en membrana pir-
pura de Halobacterium halobium. Ellos incorporaron la membrana

pigmentada (bacteriorodopsina) a CF mitocondrial ailslado en ves{-
culas lipf{dicas. Cuando se la 1ilumina, la bacteriorodopsina
catallza la transferencia de H' a través de la vesficula y el

CF utiliza el ApH formado, para sintetizar ATP.

Un punto que es alin objeto de controversia es si la pmf
es el intermediario directo de alta energfa (ecuacibn 1), o si
s6lo esti en equilibrio con él1 y ubicado en una senda lateral
(ecuacibn 2).

+
e——transp H pmf = ATP (ecuacibn 1)

e —————» ~vX == ATP (ecuacibn 2)

i

pmf

Medicibdn ded pH yAY

Si el ApH y el AY conducen a la fotofosforilacién,. la
suma de sus valores debe ser lo suficientemente grande para
vencer la barrera termodinidmica de la sfinteslis de ATP. Conse-
cuentemente, estos dos parimetros han sido frecuentemente medi-
dos.
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En cloroplastos, el valor de ApH medido por una variedad

de técnicas ha sido aproximadamente 3.0. Por ejemplo, Pick y

col., (53) midieron el ApH usando una amina fluorescente (amino
acridina), E1 método se basa en la distribucién de estas aminas
a través de la membrana del cloroplasto, en respuesta al Apll
creado en la luz, La desaparicidén de la fluorescencia en el
medio es una medida de la cantidad de amina que pasa a través
de la membrana y, por lo tanto, del ApH formado en el interior,
En este caso se obtuvo un valor de 3.4. Portis y McCarty (54)
usaron una amina marcada (hexilamina C14) basindose en la misnn
propiedad, s6lo que aquf midieron desaparicibén de radioactividad
y obtuvieron también un valor de 3.0. Graber y col. (55) puhli-
caron valores similares.,

Por otra parte, el valor de & se ha obtenido por medi-
cién del corrimiento de la banda de carotenoides de 515 nm debi-
do a cambios de absorcibén electrocrbdmica (56, 57).

La medicibén hecha en cloroplastos, en estado estaciona-
rio (es decir, iluminacibébn contfnua), da un valor de &Y de 30 aVv
(58). Usando flash de luz y téenicas 6pticas répidas (55, 59),
se encontraron valores de 100-120 mV. Barber (60), usando emisibn

de luz inducida por sales, encontrd valores similares.

Consideraciones energéticas en la fosforilacidn

Una hipbtesis para explicar la fuerza conductora en 1la
fosforilacibén debe surgir de los requerimicntos bioquimicos de
energfa. La energfa requerida es medida por la energfa neccsaria
para hidrolizar el fosfato terminal de 1 mol de ATP.(AG‘: cambio
de energfa libre : funcibn molar de Gibbs). Esta depende de la
concentraciédn de los reactantes y también de la energia libre
de referencia aparente por mol (A G;), la cual depende del pH,
la temperatura, la concentracién de Mgz+ y concentraciones ibni-

cas en general (en Kcal/mol a 298°K).
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(ATP)
rg' = bg) - 1,36 log——
(ADP) (Pi)

La concentracién de agua est& tomada como unidad, por convencién.

Kraayenhok (61) estimbé el valor de AG& (potencial fosfato)
por fosforilacibn, usando el punto de transicibén del estado 3 y 4,
es decir, el punto donde los'cloroplastos cesaron de sintetizar ATP,
porque la concentracibn de ATP relativa al ADP se vuelve tan grande
que el transporte de electrones no puede continuar m&s produciendo
fosforilacién, Usando esta técnica, determind que el AG' de hidré-
lisis de ATP era de -15.5 Kcal/mol. Sin embargo, este valor se basd
en el de AG, corrientemente publicado. Debido al trabajo de Rosing
y Slater (62), se vio que el valor de AG! era de alrededor de -7.5
Kcal/mol. Asf, el valor de AG! corregido es de =13 Kcal/mol.

Hall (63), por su parte, haciendo hincapié en la concentra-
cibén 16nica y otros parfmetros, llegd a un valor de AG' de -8.2 a
-11.5 Kcal/mol para cloroplastos fosforilantes. Por otro lado, la
energfa Gitil de un gradiente activo de H+ puede representarse como:

\ (*) adentro
AG' = RT In = bug, = pmf
(H*) afuera

AuH+ es el potencial electroquimico del protbén. (HY) representa la

actividad electroquimica de los H*, R es la constante de los gases

y T la temperatura absoluta. La actividad electroquimica del HY ests

representada por su concentracidn y la fuerza eléctrica actuando so-

bre ellos, asf:
LIH,. .=u° + RT lna.H,+ Fy

donde F es la constante de Faraday y Y el potencial eléctrico,

entonces:
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adentro
1t

Ag' = Al = RT 1n + F Ay
aaﬁpera
H.

-2.303 RT ApH + F AY

a 298°*K esto da aproximadamente:

Ac = -~1.36 ApH + 0,023 4Y

AG' est4 dado en Kcal/mol y AY en mV
En unidades eléctricas:
AG ' Au »H+

pmf = =
F F

donde z = -2,303 %2 con un valor de -59 mV a 25°C (2982K).

AY + z ApH

Asf, la fuerza (til para conducir H* a través de la membrana
es la suma de un componente quimico (z pApH) y uno eléctrico ( Ay ).
La cantidad de energfa real Gtil para la sintesis de ATP es igual a
pmf multiplicado por el nimero de H* consumidos por molécula de ATP
sintetizado.

En trabajos recientes se han medido simultéineamente Apll,
y AG', lo que ha hecho posible calcular el nimero de H* consumidos
por ATP sintetizado, Estos serén los H* necesarios para que pmnf al-
cance el valor adecuado para producir fotofosforilacibn. Leiser y
col, (64) encontraron para cromatbéforos, un valor de 40-80 mV m&s
pequefio que el necesario para producir fosforilacibén con 2 H* trans-
locados por mol de ATP sintetizado, y Avron (65) encontrd que en clo-
roplastos, el ApH s6lo era demaslado pequefio para producir fosforila-
cién, pero no midié AY, Casadio y col. (66) vieron que el valor de
pmf era suficiente para producir fosforilacibén en cromatdé6foros con
una relacién H*/ ATP = 2,0, Nicholl (67), usando mitocondrias, llega
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a la conclusién de que la relacién H'/ ATP tiene que ser mayor
que 2.0. En estos cuatro trabajos se usbé un valor de -11,5 a
~13.0 Kcal/mol para el 4c',

Sin embargo, hay todavia problemas con la medicibén
exacta de ApH y 8Y y con la energfa libre de referencia apa-
rente de la hidrblisis de ATP, por eso la respuesta a este
problema afin no se ha encontrado.

Sintesis de ATP obtenida a partir de ApH

Sintesis oscura de ATP. La interposicibén de pmf entre el trans-

porte de electrones y la sintesis de ATP significa que la Gl-
tima continGa después de que el transporte de electrones se
detiene, de tal forma que los H+ almacenados mantienen un
adecuado AY y ApH, capaz de producir fosforilacibén en oscuri-
dad. Trabajando con cloroplastos preiluminados a pH 6.0 (63),
en ausencia de ADP y P1, donde la cantidad de ut que penetra
la membrana es la mayor, se observa sintesis de ATP luego de
epagar la luz, Al material almacenado responsable de la sinte-
sis de ATP se lo denomind "XE", pero trabajos posteriores de-
mostraron que se trata realmente de H* internos acumuladqs
durante el perfodo de luz.

Por trabajos posteriores de variaciones de pH (69, 70)
y por el uso de inhibidores (71), se mostrd que la cantidad
de ATP formado era enteramente dependiente de la cantldad de
H* translocados en 1a etapa de iluminacibén previa, También 1la
adicibén de compuestos que sirven como buffers internos incre-
mentan la entrada de HY asf como la formacibn oscura de ATP
(sfntesis de ATP que se obtiene en la oscuridad luego de una
iluminacién previa) en cloroplastos (72, 73). Si bien la cap-
tura de H* inducida por la luz fue también observada en cro-
matbédforos (74), no se produce en estas particulas la sintesis
oscura de ATP (75, 76). Sin embargo, mediante el uso de anio-
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nes permeantes SCN™ y CLO4- , que se sabe estimulan la entrada
de H* inducida por la luz (23), Leiser y col. (77) demostraron
que se puede obtener sfintesis oscura de ATP en cromat8foros

de R. rubrum, Con el uso de Valinomicina y KCl (catién per-
meante), que también estimula la entrada de H* (27, 28), ob-
tuvieron un mayor rendimiento. La baja produccién de sintesis
oscura de ATP y el incremento obtenido por el agregado de io-
nes permeantes durante el perfodo de luz pueden explicarse
considerando que s8lo se sintetiza ATP después de alcanzar un
valor mfnimo de 8pH, el cual es excedido Gnicamente en presen-

cia de los iones permeantes.

Sintesis de ATP por una transicibn 4cido base. Se obtuvo una

demostracibén definitiva de la formacibén de ATP a expensas
del ApH con el descubrimiento de una fosforilacibn realizada
completamente en la oscuridad, por pasaje de cloroplastos que
habfan estado en condiciones &cidas (pH:4) a condiciones b4~
sicas (pH:8) (42)., La formacién de la unibén fosfato parece
ser la misma en la transicibn Acido-base que en la luz. Ya
que un gradiente de pH no es un intermediario aislable, el
experimento anterior es de gran importancia porque sirve
para probar su existencia como conductor de la sintesis de
ATP y, ademis, mostrar que los cloroplastos contienen la
maquinaria necesaria para la transduccibdn de energia del

ApH a la unién terminal del ATP, sin retorno a través del
transporte de electrones.

Bioquimica de la ATPasa

Factor de acoplamiento., Aislamiento y reconstitucidén

En cloroplastos: Avron demostrd§ que la incubaciédn de cloro-

plastos en EDTA 1 mM, con una baja fuerza ibnica, causaba la
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2.1.2.

disociacién de una protefna necesaria para la fosforilacibn.
La protefna podrfa unirse nuevamente a los cloroplastos y
reacoplarse con ayuda de iones Mgz*. Esta protefna resultd
ser idéntica a una ATPasa activada por tripsina, la cual fue
extrafda de cloroplastos por sonicacibédn en presencia de fosfo-
1fpidos (79). Esta ATPasa también podfa reacoplarse para pro-
ducir fosforilacibén antes de ser activada. Se han realizado
otras purificaciones de este complejo proteico (80 - 83),

cuyo peso molecular es alrededor de 350,000 daltones. Por
disociacidén con SDS y electroforesis en gel, se encontraron
cinco subunidades diferentes (llamadas o, B,Y,6Y €), tres de
ellas grandes y dos mis pequeflas (84). lMicroscopfa ceclectrbni-
ca de la protefna aislada muestra partfculas de 90-100 R,
localizadas sobre el exterior de .las vesiculas tilacoides (79,
80). El nGmero de particulas se calculd en 1 por cada 100 mo-
léculas de clorofila 6 3 a 4 por cadena de transporte de elec-
trones (85).

Si bien el EDTA desacopla completamente la fosforila-
cibn, se ha demostrado (86) que la liberacibn del CrF es apro-
ximadamente del 50%. Se puede lograr una completa extraccién
del CF con el uso de una solucibdn de silico-tungstato (87) o
por extracclbédn repetitiva con EDTA. En ambos casos la recons-
titucibn de la fosforilacibn por unibn del CF a esos residuos
de membrana es diff{cil e incompleta. Es decir, que la completa
liberacibn del CF causa un dafio irreversible en el sistema.

En bacterias: Baccarini-Melandri y col. (88) descubrieron que

el CF podrfa ser separado de cromatb8foros de Rps. capsulata

por una breve sonicacibn en preéencia de EDTA, La fosforila-
cibén fue restaurada por agregado de las protefinas del sobre-
nadante (en frfo y en presencia de ATP) junto con iones Mg2+,

a las membranas desacopladas. Un procedimiento similar (48)
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permitib la extraccién de CF de R, rubrum. Una simple extrac-
cibén con buffer tricina de baja fuerza ibnica fue suficiente

para liberar CF de cromat8foros de Cromatium y se logré rea-

coplar en presencia de iones Mg2+ (89). '

En muchas bacterias, un aspecto interesante de la fo-
tofosforilacién es su relacibn con la fosforilacibdn oxidativa
en oscuridad. Melandri y col. (90) demostraron que moléculns
de CF extrafdas de Rps. capsulata, crecidas heterotréficamente

en la oscuridad, eran capaces de catalizar fotofosforilaciébn
cuando se las agregaba a membranas desacopladas obtenidas de
la misma bacteria. Es decir, que es factible que la misma pro-
tefna funcione en:los:dos sistemas diferentes, pero esto aln
no ha sido fehaclientemente probado.

Nuclebtidos firmemente unidos a la ATPasa

Introduccidn: La ATPasa unida a membrana es la responsable de
la formacién de ATP a partir de ADP y Pi en la mayorfa de los
onganismos, y tiene uno o m&s sitios de unién para ADP. Es
capaz también de hidrolizar ATP a ADP y Pi, si bien esta ac-
tividad puede permanecer latente en algunas preparaclones.
También debe existir en la ATPasa un sitio de unién para ATP.
La relacibdn entre estos sitios no es univocamente estable.

Actualmente se proponen sitios separados para la hidrblisis
y la sfntesis de ATP (91 - 93).

Con respecto a la relacibn entre la ATPasa y el o los
sitios de fosforilacién donde la unién debe ser mis ripidamen-
te reversible dadas las altas velocldades observadas, es sor-
prendente encontrar sitios donde la unibén a los nuclebtidos
es baja y no ripldamente reversible., Es interesante, entonces,
el estudio de estas dos clases de sitios: répidamente reversi-
bles y lentamente reversibles o "fijos"™ y el tratar de elucidar
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24242,

los roles de esos sitos en cuanto a la hidrblisis y sintesis
de ATP y la regulacibn de ambas actividades.

Deteccibn y estimaciébn. "Muclebtidos firmemente unidos" son
aquellos que permanecen unidos en forma estable a la ATPasa
cuando todos los nuclebdtidos libres detectables han sido
separados de la solucibn de enzima. La velocidad de disocia-
cibn de los sitlos fijos es tan baja que el ATP firmemente
unido no es hidrolizado por enzimas que utilizan ATP, como

la hexoquinasa o luciferasa (94 - 97)., La evaluacibn y carac-
terizacibdn de nuclebdtidos unidos requiere su liberocibn de

la protefna. Cominmente é&sta es desnaturalizada con &cido
perclérico, TCA o urea. Un procedimiento muy comin es desna-
turalizar la protefna con Acido perclbdrico al 4%, centrifugar
a 02C para eliminar la proteina y neutralizar répidamente la
solucibn resultante con XOH (62).

Los nuclebtidos liberados son evaluados enzimética-
mente (98) o, si fueron premarcados, se los detecta por téc-
nicas radioquimicas. El premarcado en bacterias se lleva a
cabo "in vivo" (95, 99, 100), porque el marcado requiere un
suministro de energfa a la ATPasa y esto puede ser incompleto
para fragmentos de membrana e imposible para ATPasa aislada.
Un método no destructivo de medida del contenido de nuclebti-
dos fue descripto por Warburg y Christian (10l) y se basa en

280/A260
nuclebtido, es aproximadamente 1.7 a 1.8, mientras que los

medir 1la relaci6n A que, para una protefna libre de
nuclebétidos con fuerte absorcibn a 260 nm bajan esta relacibn.

En ATPasa alslada: ATP y ADP firmemente unidos, han sido detec-

tados en ATPasa aislada de varias fuentes: mitocondrias, clo-
roplastos y bacterias. Cominmente se encuentra que una ATPasa
aislada contiene 1-2 moles de ADP por mol de enzima, es decir,
que los nuclebtidos estén presentes en cantidades estequiomé- .

- 19 -



tricas con la enzima,

Se han hecho varios intentos para separar los nuclebdtidos de
la enzima sin desnaturalizarla y con el fin de utilizarlos para la
titulacibn de nuclebtidos y, de esta forma, investigar las funciones
de los sitios "fijos" (102, 103) pero, hasta el momento, no se ha lle-
gado a obtener preparaciones semejantes a la nativa en cuanto a la
recomnbinacibén con los nuclebtidos,

Los nuclebtidos firmemente unidos a la ATPasa no lo estén cn
forma covalente, ya que se separan cuando la ATPasa es desnaturalizo-
da por incubacibdn a 02C (95, 104). Sin embargo, su constante de diso-
ciacibn no ha podido ser correctamente determinada por ser muy peque-
fia. Por ejemplo, en mitocondrias se ha determinado un valor de 10"10[4

(104).

El sitio de unibén es incierto. Usando la ATPasa de cloronlas-
"tos (premarcada con ADP 14C), Magnusson y McCarty (105) mostraron

que la digestidn con tripsina de todas las subunidades menos la o

y la B dejaban m&s del 60% de la marcacién sobre la protefna. As{,
las subunidades @ y/o B parecerfian ser los sitios de unién, por 1lo
menos para ADP, Por otro lado, Leimgruber y Senior (103) mostraron
que la digestidén triptica de la enzima de corazbn de vaca, conduce

a una pérdida completa de los nuclebdtidos unidos, no produciéndose
cambios detectables en las subunidades estructurales de la enzima.
También se trabajd sobre la ATPasa de Streptococcus faecalis (106),

haciendo una digestibn quimotriptica de la misma, que conduce a la
modificagidén de la subunidadeX y se comprobd que no hubo pérdida de
ATP o ADP firmemente unido.

La ATPasa alslada no parece tener sitios fljaos para AlIIP y para
P1, es decir, las preparaciones que se obtienen estin libres de AIP
y PL (95, 104, 107, 102, 103). Por otro lado, se encontrd Mg> -unido
a la ATPasa purificada de tres fuentes (104, 108, 109), y este Mng
parece ser importante en el ensamble de las subunidades que forman
la ATPasa (108, 109).
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2.2.4, En ATPasa unida a membrana: Los estudios de nuclebtidos firmc-

mente unidos realizados sobre membranas acopladas, dan valores
m&s constantes que en ATPasa aislada. Se han estudiado en una
variedad de fuentes (mitocondrias, cloroplastos y bacterias),
comprobindose la presencia de ADP y ATP en tanto que AP estA
generalmente ausente o en muy pequefia cantidad. En estos casos,
la relacibén de ATP/ADP es de 1.5 a 2.0 para la mayorfa de las

preparaciones,

Las evidencias sugieren que el Gnico lugar de unibn
de los nuclebtidos en la membrana es la ATPasa. En el caso ¢
las mitocondrias, se ha visto que los sitios de unibn para ATP
y ADP se purifican con la ATPasa y que los nuclebtidos firne-
mente unidos a la membrana son cuantitativamente recupcrodos
en la ATPasa alslada. Se obtuvieron resultados similarcs cn
cloroplastos (105, 107, 110) y en bacterias (23)., Ademis, una
mutante de E. coli con deficiencia en ATPasa (11l) carece dc
nuclebtidos firmemente unidos a la membrana (112).

De aquf se deduce que todas las membranas acopladas
contienen ATP y ADP fuertemente unidos a la ATPasa Yy Que no
existe otro sitio fijo de unibn para ATP y ADP sobre las mem-
branas acopladas. Se concluye que, en general, hay tres sitios
de unibn para nuclebtidos (ATP y ADP) sobre la ATPasa. Leim-
gruber y Senior (113) han demostrado que el ATP se une més
fuertemente a la ATPasa unida a membrana, mostrando asi que
la ATPasa es incapaz de unir fuertemente ATP cuando esti ais-

lada de la membrana,

La constante de disociacibn para ATP firmemente unido
a la ATPasa unida a membrana es, como en el caso de ATPasa

alslada, menor que 10710 u (96, 97).

La liberacibén de nucieétidos firmemente unidos de
ATPasa unida a membrana es mis dificultosa que para ATPasa
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2.3,

2.3.1.

aislada y no hay, hasta el momento, ninguna preparacibn acep-
table,

Comportamiento de los nucleb8tidos unidos

In ATPasa alslada

Estudios sobre nucledtidos unidos: Los estudios sobre unién
de nuclebtidos a la ATPasa mitocondrial (114, 115) fueron
realizados por métodos tipicos (filtracibn en gel, diflisis

de equilibrio) antes de que se estableciera claramente la
presencia de ATP y de ADP. Se demostrd que exist{an dos ti-
pos de 8itios de unibén para ADP y que la velocidad de uniébn
era nmuy lenta (116), tardando en-el orden de minutos en lu=zar
de los esperados milisepgundos. En la actualidad se piensa

que eéos estudios midieron un equilibrio répido y reversible
de nuclebdtidos unidos,  probablemente, al sitio de ATPasa de

la enzima y un intercambio lento con los sitios fijos de unibn,

Los componentes reversibles e irreversibles del ADP
unido a la ATPasa fueron medidos'por diflisis de equilibrio
(117). E1 intercambio de nucle6tidos unidos con nuclebtidos
marcados agregados fue medido directamente sobre una prepara-
cibén de ATPasa bien definida (con un contenido inicial de
nuclebtidos de dos moles de ATP y un mol de ADP por mol de
enzima) (104). AGn después de velnticuatro hs. en presencia
de SH-ATP 6 SH-ADP, s6lo 15-30% del nuclebtido unido fue inter-
cambiado, atn en presencia de Mg?*t (104). La velocidad inicial
de intercambio fue baja (t%= 2 min.). Usando ATPasa con nucleb-
tidos premarcados, se mostré§ que tanto en cloroplastos (110)
como en ATPasa de E. coli, el intercambio de nuclebétidos uni-
dos con los agregados externamente es pequerio,

Los nuclebtidos firmemente unidos a sus siltios respon-
den, de esta manera, en forma tan-lenta y en extensibén tan
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limitada bhajo condiclones de recambio (turn-over), que su participa-
clén directa en la actividad de la ATPasa aislada es dudosa.

La desnaturalizacién parcial y reversible de la ATPasa de
corazbn de vaca (118) y la exposicién de la enzima a bajo pH, incre-
mentan el intercambio con nuclebtidos agregados. Usando estos datos,
Harris y col., (119) mostraron que la especificidad de los sitios fi-
jos de unibn para.los nuclebétidos fue mucho mis alta que para los
sitios que muestran ripida reversibilidad., 2d-ATP e isoGTP fueron
capaces de reemplazar al ATP en su unidn, mientras GTP, ITP, EATP y
N-0-ATP, todos ellos capaces de ser hidrolizados por la AtPasa a ve-
locidades comparzbles al ATP, no pudieron reemplazarlo. Esto parece-
rfa confirmar que los sitios fijos no estin directamente involucrados
en la hidrélisis. Por otro lado, si el ATP unido es reemplazado nor
ADP (118) o AMP-PHP (102), la enzima pierde su actividad hidrolitica.
Esta enzima modificada no fue disociada en subunidades, como se nos-
tr6 por ultracentrifugacidén (118). De aquf se concluye que los sitios
fijos de unibn, a pesar de no estar directamente involucrados en la
hidrélisis, afectan esta actividad presumiblemente via interacciones

alostéricoas.

Reaccibn de los nuplebtidos en las preparaclones de ATPasa aislada:
La ATPasa,-en general, hidroliza el ATP en presencla de un catibn
divalente (ng* o Ca2ﬁ), siendo ADP el productc dominante, Adln en
ausencia de un catibn divalente, ocurre una lenta hidrélisis de ATP
(114, 115, 120, 121) que da ADP como Ginico producto en el caso de
ATPasa de corazbn de vaca (122)., Estos cambios ocurren, presumible-
mente, en nuclebtidos ripidamente intercambiables, unidos al sitio
responsable de la actividad de ATPasa, ya que el ATP firmemente unido
permanece sobre la enzima alin en presencia de Mg2+ (104), Ademé4s,
existen investigaciones que indican que hay formacién de AP a partir
de ATP oAADP, en preparaclones de ATPasa de cloroplastos (106, 123),
mitocondrias (122) y algunas bacterias (124, 125). La formacibn de
AMP es baja y limlitada en cantidad. Por otro lado, se han detectado
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2.3.2.

también reacciones de transfosforilacién que son lentas: 1a
reaccién 2 ADP — ATP + AilP (independiente de Mgg+) sohrec

la ATPasa de cloroplastos (100, 126) y la reaccién ATP +A!P
— 2 ADP (dependiente de H32+) sobre la ATPasa mitocondrial
(122), No estd claro si esas reacciones involucran solamente
ATPasa u otras enzimas que estarfan impurificando estas prepa-
raciones, si bien en el caso de la ATPasa de cloronlastos sc
desecha la participacibn de la adenilato quinasa soluble (126).
En la ATPasa mitocondrial, los nuclebtidos firmemente unidos
parecen no estar involucrados en la fosforilacibén, va que 1la
reaccibdn ocurre tanto sobre la ATPasa que contiene su serie
completa de nucledtidos unidos como sobre la ATPasa sin nuclcbd-
tidos (122), mientras que sobre la ATPasa de cloroplastos el
ATP formado a partif del ADP ocupa un sitio fijo sobre la en-
zima (100),

In ATPasa unida a membrana. lLa ATPasa unida a membrana difie-

re de la correspondiente enzima aislada eh que aquella pucde
ser cargcada energéticamente, Se¢ postula que los nucledtidos
firmemente unidos estin involucrados en la fosforilacién aco-
plada; con este motivo se ha estudiado el efecto de la carra
energética sobre el ATP y el ADP firmemente unidos a la ATPasa
en membranas. Sin embargo, las preparaciones de membranas, a
diferencia de la enzima pura, contienen muchas enzimas capaces
de utilizar nuclebtidos (por ejemplo, adenilato quinasa, nu-
clebtido difosfato quinasa, polinuclebtido fosforilasa). De
aquf que muchos cambios observados cuando los nuclebtidos son
incubados con membranas acopladas, no necesariamente ocurren
en ATPasa aislada.

El comportamiento de nuclebtidos y su efecto sobre
ATPasa unida a membrana no cargada energéticamente, son simi-
lares a los de la ATPasa aislada. Aquf{ también hay un inter-
cambio lento e incompleto entre los nuclebtidos fijos y los
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3.1,

agregados (96, 97, 107, 127). Si bien se incorporan cantidades

32P a nuclebtidos unidos a membrana contraria-

significativas de
mente a lo que ocurre con ATPasa aislada, las cantidades son
relativamente pequefias (menor del 10%) comparadas a la incor-

32P bajo condiciones en las que esti cargada ener-

poracién de
géticamente, Probablemente, esto es debido a que se produce
alpln aporte de energfa durante la incubacibn o, atn?2.23) durante
la extraccidén de los nuclebtidos unidos. Es diffcil obtener
ATPasa unida a membrana libre de nuclebdtidos Ya que estos mucs-
tran una afinidad mfs marcada por la enzima unida a membrana quec
por la enzima aislada. De todos modos, esto se ha intentado en

partfculas submitocondriales (129) y en cloroplastos (110, 130).

HMecanismo de la fosforilacibn

Aceptor inicial de fosfato: En fosforilacibn, el principal nro-

ducto es ATP y, tanto en mitocondrias (131) como en cloroplas-
tos (132), el agregado de ADP y 32
la posicibn ¥, como producto inicial. La fosforilacibn parece-

P da lugar a ATP marcado en

rfa, as{, ocurrir como simple reversién de la ATPasa usando sblo
sitios enzim&ticos simples a los cuales el ADP libre y el Pi
se unen y combinan para dar ATP.

La presencia de nuclebtidos unidos a sitios de la ATPasa,
sugiere la posibilidad de una ruta mis compleja para que ocurra
fosforilacibén, E1 haber encontrado reacciones de transfosfori-
lacibn asociadas con ATPasa aislada.(loo, 121 - 124) y formacibn
dependiente de energfa de ADP y ATP marcados en posicibén B, en
los sitios fijos sobre la ATPasa unida a membrana (después de
la incubacibn con 32P) (96, 97, 133 ~ 135), sugiere la combina-
cibén de AMP y Pi produciendo ADP fuertemente unido, en un estado
inicial de la fosforilacién (100, 135, 136). Este ADP transfe-~
rirfa su grupo fosfato terminal a otra molécula de ADP, formando
ATP marcado en la posicibn ¥ y el AMP serfa liberado de la enzi-



ma., Asf, sblo aparecerfa en solucidn ATP marcado en & , E1 concento
equivocado de esta teorfa se evidencia por la falta de nuclebtidos
marcados en posicién B unidos a la ATPasa, en preparaciones fosfori-
lantes de R, rubrum (137, 138).

Estudios recientes sobre la cinética de fosforilacibén en el
ranpo de los milisepundos, también sugieren que el AP no es el accen-
tor inicial de fosfato. Usando una transicibén Acido-base (139, 140),
fosforilacién inducida por flash (119) en cloroplastos de espinaca,
fosforilacibn producida por oxidacibn de succinato en particules
submitocondriales (141, 142) o fosforilacibén inducida por luz conti-
nua en cloronlastos de lechuga (94), se vio que la marcacibén de ATP
y ADP por 32P en posicién B fue mucho m&s baja que en la fosforila-
cibn normal, si bien se obtuvo una baja cantidad de moles de ATP
por mol de ATPasa. Ademis, no se observd fosforilacibn de ADP agre-
gado (139, 140).

Se concluye de estos datos que no es probable que el AP
sea el aceptor inicial de fosfato en la fosforilacibn acoplada, si
bien la naturaleza de las reacciones involucradas en la marcacibn g
de ATP y ADP unido a la ATPasa permanece desconocida,

De todo lo dicho surge como conclusibn que:
a) En la fosforilacibn inducida por la luz continua en cloroplastos

32P a ADP ocurre con la misma rapi-

de espinaca, la incorporacibdn de
dez que la fosforilacién (142).
b) La reaccidn no es inhibida por exceso de ADP (107) o ATP (139)
libres, por lo cual se deduce que no procedid a través de estos nu-
clebtidos.

¢) Durante la fosforilacibn, practicamente todos los ATP obtenidos
estaban marcado en §., Despuds de la fosforilacidén los ATP unidos
estaban marcados B -¥ ; no obstante, bajo condiciones fosforilantes

el ATP unido es liberado como una Gnica.entidad (107, 137).

Estos resultados podrian estar relacionados, si la marcaciéng
tuviera lugar en la ATPasa en condiciones en las que no se le su-
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ministra energfa o de desnaturalizacidén de la membrana.

Considerando el ADP firmemente unido como aceptor ini-
cial de fosfato, se propusieron dos modelos. En el primero,
el ADP unido es fosforilado a ATP unido, el que transfiere su
grupo fosfato al ADP libre., Este modelo surge a rafz de la
estahilidad que tiene el ATP unido a la incubacibn con ADP
(107) vy la liberacibn del ATP unido preformado en la membrana
cuando se suministra energfa (110, 133, 137, 143, 144), En cl
sepgundo modelo, el ADP unido es fosforilado antes que el ADP
agrecado, formando ATP, el cual es entonces liberado. Esto no
se puede comprobar ya que el ADP unido se equilibra con el
ADP agregado m&s ripidamente de lo que ocurre la fosforilacibn

(145).

Aporte de enerpgfia durante lz sf{ntesis de ATP

Hasta el momento, es poco lo que se sabe acerca de
cbmo la energfa liberada en el transporte de electrones es
usada para la sintesis de ATP. Los estudios realizados han
puesto mayor énfasis en descubrir cbmo la energfa es transfe-
rida desde las reacciones productoras de energf{a a los sitios
de sfntesis de ATP y las especulaciones fueron las siguientes:

a) como H* (a través de la membrana (10) o en la membrana (146))

b) por una cadena de uniones covalentes (147)
¢) por una cadena de uniones no covalentes (20).

De cualquiera de estas formas, se suponfa que la ener-
gfa era directamente transferida y usada para formar la unibn
anhfdrido del ADP-Pi.

Estudios recientes sobre otras ATPasas han alterado

esta situacibn. Parece probable que muchas, si no todas, nu-

clebsido trifosfatasas no involucradas en la transferencia di-

recta de fosfato, liberan la mayorfa de la energfa almacenada



en el ATP cuando este se une a la enzima, Posteriormente, la
hidr6lisis y la liberacidén de ADP involucran una pequeiia libe-
‘racibén de energfa y son requeridas Unicamente para poder con-
tinuar con la reaccibn en curso (148 - 150).

El descubrimiento de ATP firmemente unido sobre ATPasa
acoplada, estable a la incubacibn bajo condiciones en las ocue
no se suministra energfa, supgirid a Slater y col. (104) que el
ATP unido representaba un bajo estado de energfa y asf{, por
analogf{a con lo dicho anteriormente, el aporte de enerrfa en
fosforilacibén acoplada estaria comprometido en la liberaciébn
de los nuclebtidos, mAs que en su sintesis. Esta conclusién
lleva a pensar que el ATP firmemente unido esti en un sitio
involucrado en la fosforilacién normal, Al menos, algin ATP
(0.5 a 1,0 mol/mol de ATPasa) marcado durante los estados ini-
clales de fosforilacibn esté "fuertemente unido" a la ATPasa
(no expuesto a la hexoquinasa en presencia de glucosa) (94,
130, 145).

Los intentos de prpbar las etapas de formacidén de la
unién ADP-Pi, por estudios de reacciones de intercambio de
nuclebétidos en partfculas submitocondriales, condujeron a
Boyer y col. (142, 151, 152) a la conclusibn de que la utiliza-
.cién de energfa se produjo en la etapa de liberacibén de ATP de
la ATPasa., Ellos mostraron que las reacciones de intercambio
que involucran liberacién de ATP (ATP ===32Pi, ATP = Hzleo)
fueron sensibles a los desacoplantes, mientras que reacciones
de intercambio intermediarias (Pi:=f[l8

2
liberacibén de ATP fuerbn_insensibles, aln aquellas que presu-

0) que no requieren

miblemente requieren ruptura de la unién ADP-Pi. Por otro lado,
si la sintesis del ATP sobre la ATPasa es termodiné&micamente

esponténea, se podrfa esperar que la formacibén de ATP a partir
18
2

significativamente altas en la superficie de la enzima, en au-

de ADP y Pi y la incorporacibén de H, "0 en el ATP unido serfan



sencia de aporte energético. Ambas reacciones han sido demos-

tradas en miosina (153). Estas no ocurren en ATPasa aislada,

. aln cuando los nuclebtidos unidos sean extrafidos de la enzima

(122), lo que puede ser debido a una modificacién de la ATPasa

2l ser scparada de la membrana.

Trznsferencia de energfa desde las reacciones que la producen

hasta los sitios de sintesis de ATP

El primer postulado de la teorfia quimiosmbética (10)
consideraba que los H+,se translocaban a través de la membrana
y formaban un c@mulo de H?Y dentro de una vesfcula cerrada. De
esta forma la pmf ejercia su efecto a través de la membrana.
Por otro lado, Williams (146, 154) ha postulado que los gra-
dientes que conducen a la fosforilacién-estén realmentc cn 1la
membrana., Una breve discusibén de los puntos en comn fueron
resumidos por Williams (159):

a) Tos cloroplastos utilizan enerpgfa luminosa y las mitocondrias
energfa de reacciones de oxidacibn para producir grddientes de
carga, Este se forma por la separacibén de H* de los electroncs,
y la membrana limita la difusibén para prevenir la recombinacibn.
b) Esas reacciones utilizan transportadores de H* y electrones
embebidos en la membrana (de mitocondrias o de cloroplastos)
para cambiar el gradiente de carga en gradiente de HY / oH .,

¢) Hay una etapa final en la cual se produce ATP a través del
flujo de H* en 1a membrana y esta etapa utiliza CF.

d) Los desacoplantes son agentes que equilibran los H* a través
de la membrana y asf anulan la pmf,

e) No son necesarios intermediarios quimicos de alta energia.

La diferencia entre las hipbtesis de Williams y de
Mitchell es que este Gltimo piensa que los H* se liberan en el
estroma, produciendo un gradiente a través de la membrana (de

aquf el término quimiosmosis), mientras que Williams cree que



el gradiente efectivo esti en la membrana. Un problema que la "hipd-
tesis del protén localizado" de Williams tiene que tratar, es la
conductividad del H' de la membrana del cloroplasto. No existen datos
definidos sobre lo lejos y lo répido que los H+ pueden ser conducidos
en una membrana lipfdica, o sobre la dimensién del clGmulo de H+, o

cbmo estos podrf{an estar localizados,

Si las recientes sugerencias (155, 156) sobre la localizacién
del CF en regiones no comprimidas de lamelas de cloroplastos son co-
rrectas, entonces los 0l localizados deben ser capaces de viajor a
esta regibén y acumularse allf, La demostracibén (157, 158) de quc 1las
moléculas de sustrato difunden sélo lentamente en los espacios inter-
tilacoides, sugiere que esta distribucién de CF es posible y que di-
chos sustratos tienen'répido acceso al estroma a través del CF.

Grebanier y Jagendorf (159) han mostrado que hay una pobla-
¢ibén comin de CF Gtil como intermediario de alta energfa, cs decir,
no hay una nolécula especifica de CF asociada con cada sitio de con-
servacibn de energfa. De estos datos y del hecho de que la fosfori-
lacién aparece luego de un perfodo después del transporte de elec-
trones (160), parecerfa que la etapa de translocacibdn de H* - trans-
ferencia de electrones y la de la sintesis de ATP estin separadas en
el tiempo y en el espacio. Pero esta separacibén podria ocurrir, o
bien por el mecanismo de Mitchell, o por el de Williams. En: cualquic-
ra de las dos alternativas acta un gradiente de H+ que ha sido me-
dido a través de las membranas y puede conducir a la fosforilacibn.
Es posible que actien como reserva de energfa potencial y que se
mantengan en equilibrio con el gradiente en la membrana. Es posible
tombién que en el caso de muy corto perfodo de fosforilacibén (por
ejemplo, flashes de intensidad de luz en cloroplastos) un gradiente
en la membrana podria ser suficiente para producir fosforilacibn en
el estado estacionario., Ambos autores estén de acuerdo sobre la na-

turaleza de la fuerza conductora de la fosforilacibn.
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3.4. Modelos de sfintesis de ATP

S5e han demostrado cambios conformacionales de CF debidos
a estados energéticos, usando intercambio con tritio (161) j MmASs
recientemente, por medicibén de la arilacibén de grupos amonio
expuestos a la iluminacién (162). Estos cambios conformacionrles,
postulados conjuntahente con la demostracibén de sitios unidos 2
nucledtidos sobre CF y con los resultados de reacciones de inter-
cambio de fosfato y oxfgeno, condujeron a Boyer (151) a postular
la "hipbtesis conformacional". Este esquema sunfiere que el cfec-
to de la pnf es inducir cambios conformocionales en el CF, el
cual modifica la afinidad de los sitios de unién por adenilnu-
clebtidos y fosfato. En este modelo la fosforilacibdn recquierec
etapas de energfa hasta la liberacibédn de ATP del CF. Boyer pro-
pone un mecanismo de "sitios cataliticos alternativos". Fn éste
la membrana cargada energéticamente causa un cambio conforma-
cional en el CF el cual produce la liberacibén de ATP preformarlo
firmemente unido y la unién fuerte del ADP y del Pi que previa-
mente se encontraban l3bilmente unidos al CF. Este suministro
de energfa es entonces capaz de formar ATP a partir del ADP vy
Pi firmemente unidos. LEste tipo>de mecanismo muestra similitud
con el de "protein group transfer hydration', que trata de exnli-
car de cierta manera la catflisis enzimitica (163, 164). Aqui
se supiere que el incremento de la velocidad de las reacciones
producido por las enzimas, podria deberse a la transferencia
exergbnica de grupos de proteinas entre el interior hidrof6gico
de la enzima y la interfase agua-enzima durante el paso de acti-
vacibén de la .catllisis. Esas transferencias bajarfan la enersfia
libre del complejo activado, aumentando asf su posibilidad de
formacibn, Este es un posible mecanismo de sintesis de ATP pero,
como en el caso anterior, no esti clara la resolucidn del proble-

ma de cbdmo se forma el ATP.

Una teorfa:alternativa es la de Mitchell (165) que hgbla
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robre el mecanismo de translocacibn del grupo 02-. Esta idea (apli-
cada tanto a mitocondrias como a cloroplastos) sugiere la existencina
de un canal conductor de H' a través de la recién hidrofbbica de la
membrana, que actla convirtiendo el componente AY de la pmf en el

A pH, Esto provee una actividad alta de H' al sitio activo del C¥.
E12ADP, con la carga periférica de los ox{genos neutralizados por
IMe

D

* o por grupos ionizados en el sitio activo, se unen a este. La
reaccibn es conduéida en la dirececibn de la sintesis (deshidratacién)
por las actividades de HY y 0H™ locales (Fig. 1). Este modelo invo-
lucra s6lo un nuclebtido unido al sitio de la ATPasa y ha sido moti-
vo de controversia (166, 167), pero postula una senda quimica para
la sintesis de ATP.

Se hon propuesto otros modelos que involucran ATP (o ADP)
firmemente unidos como intermediarios de alta enerpgfa. Estos nuclcb-
tidos pueden transferir su fosfato terminal al ADP agregado. En cste
‘modelo E-ATPb es equivalente a E~P en la hipbtesis quimica de 1la
fosforilacién (147). Bachofen y col, (168, 169) sugirieron un esquc-
ma en el cual la energfa almacenada en el ATP unido puede ser pro-
ducida por hidrblisis "in situ" y usada para deshidratar ADP y Pi
en un sitio diferente de la enzima (Fig. 2). Sin embargo, en ambhos
casos el complejo E-ATP podrfa ser menos estable que E+ ATP libre
y se podrfia esperar una disociacibn espontfnea (hidrblisis) de E-
ATP, 1o cual no parece ocurrir. Segin Williams (14), la etapa que
requiere enerpfa en la sfintesis de ATP podrfa ser la de la libera-
cibébn de agua del sitio activo de la ATPasa. LEl equilibrio ADP + Pi

= ATP + H,O esti desplazado hacia la derecha debido a que el agua

2
se une al HY para formar 1 0+ en un sitio préximo; estos 1130+ as{

'3
formados entran en la fase acuosa (Fig. 3). Este esquema requiere

que la formacién de la unibn, ocurra en una regién no polar.

Un modelo que incorpora cambios conformacionales es el de
Koslov (170) (Fig. 4). E1 ATP se forma a partir de ADP y Pi en un
sitio hidrofébico utilizando H* y un canal protén/hidronio. E1 ADP,



AFUERA ADENTRO
(estroma) MEMBRANA (tilacoide)
BASICO ACIDO
/// Cﬁ\\\
/ \\ > p,
,/ ADP-0-P03 Mg \
Mg ATP ; —P»H20
/
/ /
| ‘AJ)PL(};PK ‘\H
| 9 v c
N : ANAL
| Mg K/ /7 S S “"" DE
| “ /P Ll L LLEZY ) PROTONES
\
\ 9 ot
\ ADP—O-—/P\— H* 2 H*
Mg ADP_ | Q 91 K 0 Ul
+ |qg
\ =1 * [
H3 P04 \\ADP-0-MgPO; X /,l
\ yZ [
20 N -7
Ficura 1:

Representacibén esquemitica del mecanismo de translocacién del grupo

05 de HMitchell,

=80




4’

. A . R
'_L:A’D}\ézpz' Hidrolisis ADPv:—h
'

\ . < - 4
i transferencia Pi
energia
ATP
energia
ADP ’ ATP

£
"igura 2:

llodelo de sintesis de ATP aque involucra hidrdlisis de ATP unido.

ey, UL

Pi > Pi

/ ’
AT;::\‘:ADP
Pi
357

energi
-A ATP

™S ;2994
Fi~ura 3:
R A2 2

iTodelo de sintesis de ATP que involucra protonacidn de agua serin
Yilliams.,

- S



-4

// TS
\ " ADP")
N ol PRSP

S -

potencial >
membrana
ATP
potencial
ADP
Pi membrana +

7

Firmura 4:

llodelo de sintesis de ATP que involucra protonacién de agua sentin
Koslov.

ATPasa sintesis ATP
energia 4 ADP - Pi ;
ATP | ATP ) ‘_i_ @ ‘_;_’ ATP ) ADP
ATP —f

aH

v

Pi
F
. (/‘ J energia
ADP TP
+Pi.
|3
v
ADP ADP
Pi Pi
 J
4 |

Ficura 5

lodelo de sintesis e hidrblisis de ATP. «» indica que puede ocurrir
intercambio con nuclebtidos del medio. PT] representa un sitio de
unidén que no estéd en equilibrio con la solucibn.
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Pi y Mg2+ son eliminados y el ATP y Hg2+ transportados de sus sitios,
ﬁor intermedio de un transportador situado sobre la ATPasa, usando

AY como fuente de energia,

Slater y col. (104, 171) y Boyer y col. (147, 151) presenta-
ron modelos en los cuales la etapa que requiere energfa es la libe-
rocibén de ATP, En estas hipbtesis (Fig. 5) (97, 172), se tienen en
cuenta hechos que sugieren que'la liberacibn de ATP dependiente de
enerpgfa estd lipgada al ADP unido (97, 133, 143, 152, 172, 173) v
aue dos o mds sitios interconvertibles e interactuantes sobre la
ATPasa que posee los nuclebdtidos unidos, toman parte en las reaccio-
nes de sintesis e hidrblisis de ATP, El suministro de enerafa a la
ATPasa, en presencia de ADP y Pi, presentes en sitios de unibén "a-
biertos", conduce a la liberacibn de ATP de un sitio cerrado y a la
conversibfn del sitio abierto en cerrado. Este sitio une ATP mucho
mis fuertemente que ADP y Pi, ya que el equilibrio ADPb+ Pi +fATPb+
H,0 esti bien desplazado hacia la derecha. Tanto ATP como ADP no
estin ahora en equilibrio con la solucién (ADP esti comprometido en
lo. formacibn de ATP (143)) pero el H

sentes.

20y quizis el Pi no estéin pre-

Estos modelos dan cuenta del ATP fuertemente unido a la
enzima en su estado natural (sin sﬁministro de energfa) pero no del
ADP unido, cuyo rol permanece sin explicar. Tampoco esti probado
cuintos de los ATP firmemente unidos son equivalentes a los ATP in-
termediarios unidos. Este modelo no implica necesariamente un modelo
conformacional de transmisibén de energfa (20). Los HY, por ejemplo,
podrian alterar la conformacidén enzimdtica, liberando nuclebdtidos
unidos (174),

l.os perfiles de energia para este modelo estin dados en la
Figura 6., Es de notar que la forma inestable II E. =5—33 puede mover-
S (D)
se en dos direcciones, adelante E ETD) o atris, via ET SE-pT) 2 E ,
siendo acompafiado este Gltimo, por un mayor decrecimiento de enerzia
libre. As{ para una sintesis continuada de ATP, el ATP unido a esta

forma (II) debe ser evitado; ocurre una cinética irreversible (repre-
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sentada como AG* en 1a Figura 6a). Las evidencias para esta posi-
bilidad surgen del estudio de ATPasa aislada ya que se pudo pre-
parar un complejo metaestable Fsapi)incapaz de hidrolizar ATP
(118). Sin embargo, la ATPasa acoplada puede hidrolizar ATP de
ambas formas, acoplada y desacoplada. En una primera aproximacién
(teniendo en cuenta s6lo los sitios unidos a nuclebtidos), la

primera etapa en la actividad de ATPasa podrfa ser la unidén del

.ATP
ATD (Fig, 6b).

energfa es liberada en su mayor parte con el ATP unido. Durante

c:’

ATP al sitio abierto de E‘@ produciendo EC

la hidrblisis desacoplada del ATP, esta energla es répidamente
disipada y la hidrblisis involucra sélo el sitio abierto (175).
Durante la hidrdlisis del ATP acoplado esta energfa no es libe-
rada en una etapa simple sino que hay un estado intermediario
(III) en el cual ambos sitios unidos al ATP son equivalentes.
ADP y Pi pueden asi ser liberados del sitio originalmente cerra-
do. Esto puede ser visto como una forma de utilizar la energia
liberada para efectuar cambios conformacionales de la protefna
(97). La cinética "global" para la reversibn (es decir, la sin-
tesis de ATP) comprometida con la forma II, ET@EEEE?' no esté
involucrada en la unién ATP, y debemos recordar que algunos
intermediarios en la actividad de ATPasa pueden no tomar parte
en la sintesis de ATP, si blen se usan los mismos sitios activos.

Una posibilidad interesante que deberf{a ser considerada
es que un sitio regulatorio de unién a nuclebdtido altere la ener-
gfa de los intermediarios y evite la interaccibn inhibitoria en-

tre los sitios en E .
!EDP-P?

Inhibicién de la fosforilacibn

La inhibicién de la fosforilacibn en membranas de cloro-
plastos y cromat6foros producida por accibn de la luz en presen-
cla de algunas sustanclas, ha dado lugar a estudios con el fin

de determinar la naturaleza de las reacciones que conducen a la




fotoinactivacibn.

3.5.1. Inhibicibén por sulfato. El1 sulfato es competitivo con el fos-
fato en la fosforilacibén de cloroplastos (176, 177). Adenis
de la competicibn directa con la sintesis de ATP, se ha notado

(178) que la incubacién de los cloroplastos con sulfato en la
+

luz, en presencia de ADP y Mg2 conduce a una inhibicién rc-

lativamente irreversible que puede ser evitada por la accibdn

de desacoplantes,

3.5.,2, Inhibicién por N-etilmaleimida (NEM), La inhibicibn depen-
diente de la luz de la fotofosforilacibén por HEM (179) ha sido

explicada como una exposicibén, por accibdn de la luz, de gru-

pos SH™ del CF sensibles al NEM, Este se unirfa al CT provo-
cando ‘la inhibicibn, la cual no se produce en presencia de
desacoplantes igual que en el caso anterior. Una diferencig
con la inhibicién por sulfato es que la presencia de ADP y

Pi evita completamente esta inhibicién. Por el uso de IEH
radioactivo, se vio que la inhibicibn se producfa sobre la
subunidad ¥ ya que la marcacién fue recuperada en esta sub-
unidad después de la disociacién del CF, Considerando que la
inhibicibén por NEM ocurre debido a un cambio conformacional
que expone otros grupos SH internos y ya que ADP y Pi prote-
gen contra esta inhibicibn, es de suponer que estos sustratos

evitan que ocurra ese cambio conformacional,

3.5.3. Inhibicibn por permanganato. El permanganato se comporta como
el sulfato (180). La inhibicibén depende de la luz, de la pre-

+
2 y del ADP y es evitada por la presencia de Pi,

sencia de Mg

arseniato o NH,Cl, También en este caso, parece que un grupo

4
sensible del CF no esti expuesto al anibén, a menos que el ADP

esté presente.



3.5.4, Inhibicién por PMS. La preiluminacién de cromatéforos en pre-

sencia de PMS bajo condiciones no fosforilantes resulta en una
inactivacibn irreversible (181) de la actividad del CF. El
sitio de inactivacibén es presumiblemente el CF, en vista de
-que los cromatéforos inactivados conservan su total capacidad

para tomar H' en la luz,

La fotolnactivacién requiere una membrana carpada
enerpgéticamente, que es estimulada por P:IS. Esto pucde expli-
carse suponiendo que la fotoinactivacibn ocurre solamente si
durante la preiluminacién, en ausencia de ADP, la cantidad de
energfa de la membrana excede un cierto valor. El PUS podria

ser requerido sb6lo para dar lugar a que la carga encrgética
de la membrana, inducida por la luz, alcance un nivel por enci-
ma de ese valor. Esto podria asemejarse a la fotoinactivacibn
por MEHM en cloroplastos, que también ocurre predominantecmente
cuando la membrana posee un muy alto grado de carfa enernética
(182), Por otra parte, el PHMS podrfa participar directamente
en reacciones que conducen a una fotoinhibicibén. Si se omiten
los compuestos tales como ADP, Pi 6 Mg2+_durante la preilumi-
nacién en presencia de PMS,Ala fotoinhibicibén que se observa
es semejante, indicando que ninguno de esos compuestos ofrece
una apreciable proteccibdn contra la fotoinhibicién. Tampoco

el ATP ofrece ningin efecto protector,

- En cloroplastos, la sal de Mg del ADP, més que el
5cido libre probablemente sirva como sustrato durante la foto-
fosforilacidn y se sugiribé que también podria ser el caso en
cromatéforos de R, rubrum (183). Esto explicarfia por qué 1la

2+ 0 ADP durante la preiluminacibén resulta en

ausencia de Mg
la misma cantidad de fotoinhibicibén, si se tiene en cuenta que
la fotoinactivacibn de la actividad enzimAtica ocurre siempre

que la fotofosforilacibdn esti inhibida por carecer de sustrato.

De los resultados que muestran la dependencia de 1la
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fotofosforilacibn y la fotoinactivacién del sistema de fotofosfori-
lacibn con el pH, surge la posibilidad de que esas dos reacciones
procedan via uno o mis estados o compuestos intermedios. Estos condu-
cirfan a la fotofosforilacibn o fotoinactivacién dependiendo de si
los sustratos de la fosforilacibn estén presentes o no, Aceptando
esta hipbtesis de trabajo, se puede hacer una serie de espcculacio-
nes acerca de la naturaleza de estos intermediarios. Una posibili-
dad podrfa ser la de los cambios conformacionales dependientes de
energfa que ocurren'predominantemente'a pH 8,0, También se sugirib
cambios dependientes de energfa inducidos por la luz en el conteni-
do de nuclebtidos firmemente unidos; se vio que tales cambios ocu-
rrfan en cloroplastos (107) y cromatéforos (138, 168, 184),
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1,

2.

3.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo de las células

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las
células de R, rubrum fue el medio de Hutner (185).

Crecimiento de las bacterias

El crecimiento se inicib a partir de un tubo de células
en puncibén, se completd el volumen del tubo con medio liquido v
se incubb a 30°C con iluminacién continua; una vez crecido (3 -
4 dfas), se transfirib este cultivo a frascos de 50 ml de capaci-
dad, de allf a frascos de 500 ml, que se usa como inbculo para

crecer mayores volumenes.

Cosecha de las células y preparacibn de las membranas sconladas

Las células se cosecharon por centrifugacibdn en una cen-

tr{fuga Sorvall a 18,000 g,.ai52C, -durante 10 minutos.

Estas c&lulas, una vez sedimentadas, se lavaron resus-
pendiéndolas en buffer Tris-ClH 50 mM pH 8.0,

En general, se obtuvieron 6 gr de peso hiimedo de células
por litro de cultivo, Se centrifugaron nuevamente a la misma velo-
cidad y se resuspendieron en Tris-ClH 50 mi1 pH 8,0, conteniendo
2.5 mM Cl,Mg., Estas cé&lulas, as{ lavadas, se pueden mantener con-
geladas (-702C) durante varios meses,

Para procesarlas, se las llevd a una concentracibén apro-
ximada de 200 mg de peso himedo de células por ml de buffer., Esta
concentracibn resultd experimentalmente 6ptima para proceder a la
ruptura de las células por sonicacibn, en un oscilador ultrasénico
Branson (Modelo W 185), a 150 Wats, durante 1 minuto.

El porcentaje de células rotas es bajo,en este caso (apro-



4.

ximadamente 50-60%), Con mayor ticmpo de sonicacibn, se obtiene
mayor rendimiento, pero se comprobd experimentalmente que ese
tiempo era el 6ptimo para mantener la intecridad funcional de 1a

membrana.

El extracto de células rotas asf obtenido se centrifunrd
a 18.000 a, durante 10 minutos, para elirninar las células enteras

vy trozos grandes de membrena.

El sobrenadante de la centrifucacidn anterior sc centri-
furd nuevamente a 144,000 g, durante 90 minutos. Se obtuvo, as{,
un precipitado que contuvo la mayorfa del pigmento original y un
sobrenadante en el cual se encontraron almunas proteinss y pic-
nentos solubles. El precipitado es la fraccibn cronatofbdrica cruda.
Para scparar totalmente de esta fraccibdn sustancias que se encucn-
tran cen el citoplasma celular (enzimas, nuclecbdtidos, etc.), los
cromatbéforos resuspendidos en Tris-ClM 50 wll pil 3.0, Claﬁq 2,5 =i,
se centrifugaron sobre una solucibdn de sacarosa al 20% en el mismo
buffer (manteniendo una relacidn de suspensibn de cromatbéforos a
solucibén de sacarosa de aproximadamente 205 en volumen) a 144,000
g, durante 90 minutos. Asf se obtuvo la membrana acoplada (ila)
que se resuspendib, en el mismo buffer, conteniendo glicerol al
50%, en un volumen adecuado, de tal forma que quedara una concen-
tracibn de bacterioclorofila de l.mg/ml aproximadamente. Esta pre-
paracibn permanece activa por varias semanas, si se mantiene a
=70°C.

Preparacifén de membranzs desacovladas

Se siguib el método descripto por Gromet-Elhanan (186).
Se prepard membrana acoplada (Ma) como se indicé previamente. El
precipitado obtenido luego de la centrifugacién sobre sacarosa,
se resuspendid en Tricina 50 mM pH 7.5, sacarosa 0.25 M, C1,lig
4.mM a una concentracifn de 0.4 mg Bchl/ml. Se agregd ATP hasta
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5.1,

una concentracibn final de 8 mM y un volumen igual de ClLi 4 M
disuelto en el mismo buffer, de manera que resulté4: Tricina 50 mli
pH 7.5, sacarosa 0.25 M, ATP 4 mM, 012Mg 4 a1 y ClLi 21, con una
concentracién de Bchl de 0.2 mg/ml. Se mantuvo durante 30 minutos
a 42C con agitacibdn suave. Esta suspensibén se centrifugd a 100.000
s durante 90 .minutos. El precipitado se lavd por resuspensibn vy
centrifugacién con tricina 100 mM pll 7.5, sacarosa 0.25 ii, man-
teniendo la concentracién de Bchl constante. El precipitado obte-
nido se resuspendi6 finalmente en tricina 1 mM pH 7.5, glicerol
l:1 a 1 mg Bchl/ml.

Obtencibn del factor de aconlamiento

A partir de un polvo acectébdnico.

a. Preparacidédn del polvo acetbdnico.

se siguid el método descripto por Baccarini-iielandri y
col., (187). Se partid de membrana acoplada, obtenida de acuerdo
con lo descripto anteriormente, que contenfa 70 mg de Bchl apro-
ximadamente., La membrana resuspendida en buffer Tris-ClH 50 mil
pH 8.0, 012
nes de acetona frfa (-202C); la protefna se filtré a través de

Mg 2.5 mM, se agregd lentamente, agltando,a 20 vollme-

papel Vhatman N21l, El polvo acetbdnico obtenido se secd a tempera-
tura amhiente hasta eliminar totalmente la acetona. Este puede
ruardarse en desecador a vacfo a -202C durante varios dfas, sin
que plerda actividad enzimitica.

b. Extraccibdn con Tris-ClH 50 mi pH 8,0, ATP 4 nli,

El polvo acetbdnico anterior se resuspendid en.Tris-ClH
50 mM pH 8,0, ATP 4 mif a temperatura ambiente en un homogeneizador
con émbolo de teflén, se dejb en contacto durante 30 minutos con
agitaciébn suave, se centrifugd a 25,000 g durante veinte minutos.
El sobrenadante se mantuvo en frfo y se sometib el precipitado a
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una segunda cxtraccibn en iguales condiciones que la anterior, se cen-
trifugd nuevamente, el sobrenadante que se obtuvo se juntd con el an-
terior y se descartd el precipitado. Se comprobd experimentalmente

que dos extracciones fueron suficientes ya que, en una tercera, se
.thuvo una actividad enzimética muy baja. Los sobrenadantes fueron
sometidos a una centrifupacibn a alta velocidad (100.000 g durante

30 minutos), con el fin de obtener un sobrenadante limpido.

c. Precipitacibn fraccionada con sulfato de amonio,

11 sobrenadante anterior se sometibé a2 una precipitacidn frac-
cionada con sulfato de amonio sb6lido, entre O y 60% de saturacibn,
fraccionando cada 5%. Se comprobb, de esta manera, que recién al 407
de saturacibn comenzé§ a obtenerse precipitado. Por lo cual se anali-
zaron las fracciones que precipitaron entre 40 - 45%, 45 - 50%, 50 -
555, 55 = 60%,. La mayor parte de la actividad enzimitica buscada se
encontrd en las fracciones que precipitaron entre 45 y 55% de satura-
cibébn de sulfato de amonio.

Después de la precipitacibn se centrifugd a 25.000 g durante
50 minutos y el precipitado se resuspendibé en Tris 50 mM pH 8.0, ATP
4 m1 a una concentracién de 10 mg de prot./ml.

d. Filtracibn en gel a través de Sepharosa 6B.

La preparacibén enzimitica obtenida en el paso anterior se
pasbé a través de una columna de Sepharosa 6B (2 cm de difimetro inter-
no por 50 cm de altura) equilibrada con el mismo buffer. La wvelocidad
de corrida se reguld a un flujo de 20 ml por hora aproximadamentc),
recogiendo fracciones de 2 ml por tubo en un colector de fracciones
1“B, y el reaistro de perfil de protefnas (280 nm) se realizd dur~nte
la corrida en un registrador Uvicord conectado al colector, lLas corri-
das se efectuaron siempre a una temperatura de 102C, Las fracciones
seleccionadas por su actividad de ATPasa (descripto en el parfgrafo
11) fueron juntadas y precipitadas con sulfato de amonio entre 45-55%
de saturacibn. Se centrifugd y el precipitado se resuspendid en el
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buffer usado anteriormente a una concentracién de 4 mg de protei-
na/ml, Se guardb a -20°C hasta el momento de usarlo.

A partir de una extraccibn con ClLi,

L1 sobrenadante obtenido luego de desaconlar los croma-
téforos con ClLi (extracto-ClLi) se precipitd con sulfato de
amonio al 60% de saturacibén. Se dejbé en bafio de hieclo duranie
dos horas, se centrifunsbd a 25,000 g durante 50 minutos. Fl pre-
cipitado se redisolvié en tricina 50 mi pil 7.6, ATP 4 wi!, Cl,iim
4 mii, a una concentracibn de 1 mg de proteina/ml, ¥n una ali;uo-
ta (desalificada por pasaje a través de una columna de Scnhadex
G50, eluida con el mismo buffer) se midib la actividad de reco-
cople, que sc consideré como 100%, El resto de la solucién de
CF se sometibd a una precipitacibdn fraccionada con sulfato de aiio-
nio hasta 30 de saturacibn, se centrifugd y descartd el preci-
pitado. El sobrenadante se llevbé al 60% de saturacibn y el pre-
cipitado obtenido se redisolvib en el buffer usado anteriormente
a una concentracibén de 10 mg de protefna/ml, Para medir su acti-
vidad de reacople se desalificbd por pasaje a través de una colum-
na de Sephadex G50 eluida con el mismo buffer., E1 CF asf{ obtcni-
do se guardbd a -20°C hasta el momento de su uso. Eventualmente,
se lo sometid a una posterior purificacibdn por pasaje a través
de una columna de Sepharosa 6B, eluida con el buffer descripto

arriba.

Preonaracibédn de membrana desacoplada y factor de acoplamiento a

partir de membranas inhibidas por oreiluminacibn, en presencia
de PMS

Previamente a la preparacibén de la Md y del CF, la Ma
fue preiluminada en una mezcla que contenfa 300 y moles de Tris-
ClH pH 8.0 55/amoles de Cleg, 3.75/¢moles de PMS y 500 4g de
Bchl en un volumen final de 10 ml, a 302C, durante 5 minutos,
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con una intensidad luminosa de 1.5 105 erz/cnz.seg. 5e procesd
entre 45-50 mg de Bchl. Lueso <2 la nreiluminacibn, se centrifu-
a6 1o memhrana a 144,000 g durante 90 mirutos, se lavd con %ris-
Clll 50 m'?, pIl 8.0, 2.5 W'’ Clzﬂg nara elininer el PHS y el nreci-
nitado se resuspendid on el bufler que contenfa Clli 2i: usado

para preparar lid (nard~rafo 4) v CF (parizrafo 5.2).

Prenar-cidn de membrana rcaconlada,

T.os croriatbdforos desaconlados (i) Tueron nrcincubndos
en la oscuridad a 252C, durantce 25 niinutos, con CT y Ci, ). Lo
mezcla re rezccidbn utilizada durante la preincubacibdn fﬁe: ok
cin~ 30 pi! 7.5, Clzﬁz 25 mli, AT™ 2 m'l, mlucosa 18 afi, en un
volunien de 0,2 ml al aque 3¢ asre~6 cromatbdforos aue contenion
entre 10 ¥y 15 u~ de Bchl y una cantldad adecuada de CF, tal cono

fue descripto en la referencia 136,

i'edicibn Ae la Totofosforilacibn.,

n meabrena aconlada

La fotofosforilacién fue llevada a cabo por adicibn de

I'a, conteniendo entre 10 y 30 ug de Bchl (obtenida cono indica
el narfqrato 3) a 1 ml de la mezcla de dilucibdn que contenia

30 wroles de tricina nH 8.0, 3.7 umoles de Cl2

i

rlucosa, 1.7 umoles de ADP, 2,0 unoles de fosfato con una acti-

'gy, 13 unoles ce

vidad csnecifica de 7.5 x 105 copi/umol Pi, 0.1 mg de he:zoauinaosa
de levadura y 50 nmoles de PliS, La incubacién se llevd a cabo
bajo condiciones de luz saturante (2.5 x 105 erg/cma.sea sobre
la suvmerficie cde los tubos) a 30°C, durante perfodos de ticnpo
variables. Se detuvo la reaccibdn con el agregado de 80 ul de TCA
a2l 50%. Se centrifugbd y la incorporacibn de 32p se determiné en

el sobrenadante, por el método de Avron (132),
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8.2.

En membranas reacopladas

La actividad de fotofosforilacibn de las particulas
reconstituidas (parégrafo 7) se midié después de diluir la nez-
cla de reaccibn (en la cual se efectud el reacople, 0.2 ml) =
1.5 ml, de manera de obtener las siguientes concentraciones
finales: tricina 30 mil pH 8,0, Clzﬁg.s.s mM glucosa 13 mif, ADP
1.6 mi, PO4H2K 3.3 mil, que contenia 32P (5 x 10 cpm//unol) P’s
50 4il y 0.15 mg de hexoquinasa. Se incubb durante tiemnos varia-
blés bajo condiciones de luz saturante., La reaccibén se cortb con
0.1 ml de TCA al 505 y en el sobrenadante, luego de centrifusar,
se determind incorporacibn de fosfato y radioactividad como en

la.

Anflisis de los productos de fotofosforilacibn,

La reaccibn de fotofosforilacibn fue detenida por agrec-
gado de 75 t1 de &cido perclbédrico al 5073, por cada ml de mues-
tra. Se centrifugd a baja velocidad, el sobrenadante se eluyb
a través de una pequefia columna de carbbdn activado (5 mm de
difmetro por 3 mm de altura), se lavd con 4cido perclbdrico 5%
para eliminar los productos marcados que no fueran nuclebtidos
(Pi, PPi, y/o glu-6-P) hasta que no se detectd radioactividad
en el eluido (aproximadamente 5 ml), se lavbé con 1.0 ml de C1II
10 mi para eliminar el perclérico. Los nuclebtidos se eluyeron
con 4 ml de etanol 50%, Nn3 2%. L1 NH3 y el etanol se eliminaron
por evaporacién en un evaporador rotatorio. La recuperacibn de
los nucledtidos fue del 90%, comprobado ésto experimentalhente,
por calibracibébn de la columna, con cantidades conocidas de nu-
clebtidos. La solucibn acuosa de nuclebtidos resultante fue pa-
sada a través de una columna de Dowex 1 Cl~ (0.7 x 22 cm). La
elucién se llevé a caho pasando a través de la columna: a) 20 ml
de C1H 10 mM, b) 60 ml de un gradiente lineal de O - 200 m!M de
ClNa en ClII 10 mM y ¢) 30 ml de ClNa 500 mM en C1lH 10 mM. En
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10.

11.

1l2.

todos los casos se recosieron fracciones de 1 ml, que fueron me-
didas a 260 nm en un espectrofotbmetro (vara la localizacibdn de
los nucledtidos) o a las que se determiné su radioactividad en
un contador lfquido de centelleo,

Purificacibn de nuclebtidos marcados.

2
Los nuclebdtidos 832P-ADP y‘6J2P-ATP fueron recuperados

cono productos fotofosforilacibn, usindose como sustratos ADP

32
v 32P y 32

832P—ADP vy Pi, Las fracciones que contenfian los nuclebtidos bus-

P-ATP cuando la rcecaccidn se realizd en presencia de

cados fueron procecsadas como se indica arriba. La solucibn res-
tante se liofiliz6 y el polvo que se obtuvo se guardd conselado
hasta el momento de su uso. La recuperacibédn de los nuclebtidos
fue del 75-805,

Determinacibn de la actividad de ATPasa.

La actividad de ATPasa fue determinada en 0.8 ml de una
mezcla que contenfa: 40 ) moles de Tris-ClH pH 8;0, 1 2 mol de
ATP, y 3.0 moles de C12Ca o] Cl2 Mg, segln el caso, a la que se
agregaron cantidades variables de muestra cuya actividad se de-
seaba determinar; el tiempo de incubacibén fue variable (por lo
general, 10 a 20 minutos) y la temperatura de incubacibn, de
30¢C, Cumplido el tiempo de incubacibn, se detuvo la reaccibdn
por el apgregado de 80 x 1 de TCA al 50%. Se centrifugb para eli-
minar la protefina precipitada,en el sobrenadante se determiné
fosfato (parigrafo 22).

Deterninacibn de la actividad de ATPasa y de fotofosforilaciébn

en experimentos naralelos,

l.a membrana (12 - 15 ug de Bchl) fue resuspendida en 0.8
ml de una mezcla que contenia 4/umoles de Tris-ClH del pH desecaco
segln el experimento, 3.0umoles de CIZMg y 70/ug de sulfato de
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13,

protamina., Los tubos fueron incubados a 302C, durante 5 minutos,
¥y luego centrifugados a baja velocidad permitiendo, de esta manc-
ra, separar pequefias cantidades de membrana que no precipitan en
esas condiciones., Ll precipitado fue resuspendido en 1.0 ml del
mismo buffer Tris-Mg, pero sin sulfato de protamina, conteniendo
50 nmoles de PiS y 0.62 iimoles de F-CCP. Eventualmente, se asrc-—
n6 fosfato a una concentracibn final de 2.0 mil, Las nuestras
fueron preincubadas bajo las condiciones requeridas sesfin el
experimento y la reaccibdn detenida, sumerpgiendo los tubos en un
bafio de hielo en oscuridad. Inmediatamente después se arrend

70 /' de sulfato de protamina y se centrifugbd a baja velocidrd,
El precipitado obtenido fue lavado superficlalmente con Tris-

ClH 50 mlf1 pH 8.0, Cl2
buffer y centrifugado nuevamente a baja velocidad. El precinitn-io

Mg 3.0 mM frfo, resuspendido en el mismo

fue resuspendido finalmente en 0.8 ml de una mezcla aque contenfia
4O/Lmol de tricina pH 8.0, 3.0 umoles de ClZMg, 50 nnmoles de PMS
y 0.62 umoles de F-CCP. La reaccibédn de ATPasa comenzé§ por el
agregado de 1.0/am01 de ATP, fue incubada a 302C durante 5 minu-
tos, en la oscuridad, y detenida agregando 80 41 de TCA al 50%

frfo,

T.a actividad de fotofosforilacidn en estos experimentos
paralelos fue determinada usando las mismas membranas lavadas,
en la misma mezcla y condiciones descriptas en el parigrafo 8.1,

Medicidn de la reduccibn de NAD+L7dependiente de enerciz,

La fotoreducciébn de NAD+ fue medida en cubetas anaerfbi-
cas a 30¢C, La mezcla utilizada para la reaccibdn fue: Tris-Cl']
50 mi pH 8.0, Clyllg 1.0 mi, HAD' 0.67 mi, albfimina de suero bovi-
no 1.0 mg/ml, 15-20 fug de Bchl/ml, succinato de sodio 3.3 mll v
PMS SQ/ZN. La mezcla de reaccibn, excepto el succinato de sodio
y la membrana, se colocbd en los tubos de Thunberg, en el brazo
lateral se puso la cantidad adecuada de membrana y de succinato



de sodio, se hizo vacfo, se mezcld el contenido del tubo con <l
del brazo lateral en oscuridad y la reaccidn se desencadend con

5 2 L) N
erg/cm”,.seg sobre la superiicie de los

luz saturante (2.5 x 10
tubos) durante tiempos variables dependiendo del experimento.

Se nidid la oparicibn de HADH espectrofotométricamente a 340 nm.

Tn el caso de medir la reduccibn de NAD+'depcndicntc e
la encrgfa provista por ATP en oscuridad, se utilizé 1la nismn
nezcla de reaccibn, s6lo que en el brazo lateral se colocd ATD
2 mM en lugar de succinato de sodio. la reaccibdn se desencadend
mezclando el contenido del tubo con el del brazo lateral, Se
incubd en oscuridad a 30¢C, durante tiemnos varizbles y el NADY
formado se detectd como fue descripto arriba.

iTedicibdn de la sintesis oscure de ATP

Esta reaccibn se realizd en dos etapas}y una en 1la cual
la membrana se cargd energéticamente con luz (o eventualmente
con ATP en oscuridad) y la otra en la que se produjo la sinte-
sis de ATP en oscuridad, a expensas de la energfa acunulada en
la primera etapa.

La mezcla de reaccibn usada en la primera etape fue:
tricina 1.32 nl, CIZMg 5.3 mii, succinato de sodio 0,33 nlil, P’S
50 u, CHY 0.5 mM y cromatbéforos que contenfan 40 ug de Bchl
en un volumen final de 0.65 ml, Segflin el experimento, para es-
timular la sintesis oscura de ATP se agregd SCMNMNa 10 mil y el
pH se ajustd a 7.7 con Oillla, 0 valinomicina 1,0 ul1 y C1K 100 mi:
a pH 6.0 (ajustado con Acido m&lico) 6 7.3 (ajustado con Oliila),
segln el caso, La mezcla de reaccibn usada en la segunda etapa
(oscuridad) fue: Tricina-OlNa 40 mM pH 8.0, fosfato de sodio
0.7 mll que contenfa 32p (2 % 107 cpm/ mol), ADP 0,36 mi!, glucosa
20 mi, 15 mg de hexoquinasa y eventualmente valinomicina 1,04 ¥
100 mM de CLK en un volumen final de 0,35 ml. Se detuvo la reac-
cibén por el agregado de 80 ml de TCA al 50%. Después de centrifugar
a 0.5 ml de sobrenadante se-agregb 0.05 ml de SO4H2 10N. Las mues—
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1S,

16.

tras fueron calentadas durante 10 minutos a 100¢2C (para hidroli-

32P-ADP, proveniente del intercambio ADP - 32P en oscuri-

zar el
dad, catalizado por la polinuclebtido fosforilasa) y luego se
determin® la incorporacién de fésforo por el método de Avron

(parigrafo 16),

Experimentos de cambio de »nH.

La membrana (8 - 10 ug de Bchl en Tris-ClH S0 mil pH 8.0,
C12Mg 2.5 mM) fue resuspendida en 0.85mldc mmarmezcla que contenfa:
1,65 umoles de tricina, 3.3 umoles de 012Mg y 50 nmoles de PiiS,
Para algunos experimentos se agregb P04H2K a una concentracibn
final de 2.0 mM., En presencia de fosfato el pH inicial resultante
fue 5.6 y 6.5 en su ausencla, en cada caso el pH fue ajustado =2l
valor deseado segin el experimento, por agregado de &cido malcico
0 OHNa. Luego de preiluminar las membranas al pH deseado, el cam-
bio de pH se realizbd en la oscuridad por un posterior agregado
instanténeo de la cantidad adecuada de &cido maleico o OHMNa. la
cantidad de 4cido o &lcalil a agregar para.producir el cambio de
pH, se midié previamente en un experimento separado. En todos los
casos el pH durante la fotofosforilacién fue 8.0 y la mezcla usa-

da, la habitual.

Medicibn de radioactividad e incorporacién de fosfato marcado.
2

P al ATP, se siguib
el método descripto por Avron (132), A 0.5 ml del sobrenadante,

Para ensayar la incorporacibn del 3

se le agregan 1.0 ml de acetona, 1.5 ml de agua saturada con iso-
butanol-benceno 1:1, 151l de molibdato de amonio’ (50 gr de molibdato
de amonio disugltos en 108.5 ml de SO4H2 concentrado, llevado a
1000 ml con agua), 5.0 ml de isobutanol-benceno 1l:1 saturado con
agua., Se agita durante 15 segundos y después de formada la inter-
fase entre ambas capas, se descarta la superior y a la inferior

se le agrega 0,02 ml de PO4H2K 20 mM (para diluir el fbésforo li-
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bre radioactivo y permitir su extraccibn total) y se reextrae con
5.0 ml1 de isobutanol-benceno 1:1 saturado con asua. Se azita vi=
porosamente ¥y se elimina la fase superior, 1.0 ml de la capa infe-
rior se cuenta en un contador lfcquido de centelleo, Las cuentas
totales se determinan tomando 10/L1 del sobrenadante desproteini-
zado, completado con agua a 10 ml y contado en un contador 1lfcqui-
do de centelleo, El1 valor correrido para cada muestra de reaccidn
se obtiene restando a las cpm de la muestra incubada a la luz,

el valor correspondiente de cpm del control incubado en oscuri-
dad. Losjmnoles de ATP formados fueron calculados por la siguilen-
te ecuacibdn:

(cpm), « 3.5 . Vi . Mmoles Pi

/ulnoles ATP =

V. .. (cpm)T . Vv

r (o]

donde:
(cpm)c = cpm del extraido a la luz menos el control en oscuridad,
3.5 = es el volunen total de la fase acuosa; 0.5 ml de muestra,
1,5 ml de agua saturada con isobutanol-benceno, 1.5 ml de
molibdato de amonio.
Vt = volumen total del tubo de reaccibn incluido el wvolumen dcl
TCA arregado,
/Lmoles Pl =,amoles de Pi Eotales en cada tubo
Vr = volumen usado para la extraccidn.
(cpm)T = cpm totales.
Vc = volumen usado pare contar,

lLa radioactividad se determind en un contador lf{quido dc
centelleo nidiendo la radiacibén Cerenkov del fosfato radioactivo
(188).

17. Electroforesis en gel de poliacrilamida.

v

Se usb el mébbdo de Weber y Osborn (189) sblo que el buffer
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19,

20,

21,

usado fue tris 50 mll pH 8.0 y la concentracibn de persulfato de
amonio fue disminuida a la mitad.

Las muestras para la corrida electroforética fueron tra-
tadas con SDS 1% y mercaptoetanol 1% en tris - ClH 50 mlM pH: 8.0
y calentadas.en un baiio de agua a 1002C durante 5 minutos para
lograr su total disociacibn.

Los geles fueron corridos a una corriente constante de
3 mA por gel durante 3 horas.

Reaccibn de hexoquinasa.

La reacciédn de hexoquinasa fue llevada a cabo en un volu-
men final de 3,0 ml conteniendo: 25 4 mol Tris pH 8.0, 61.6/ moles
de glucosa, 1.5k moles C12Mg y 15 unidades de hexoquinasa§ canti-
dades variables de ATP. La incubacibn se hizo a 302C por 20 minu-
tos. La reaccibn se detuvo ripidamente enfriando a 02C e inmedia-
tamente se procesbd pasfndola a través de una columna de intercam-
bio iénico, como fue descripto en el parégrafo 9.

Determinacibédn de azlcar reductor,

Se usbd el método de Somogy-Nelson para ubicar la presen-
cia de glucosa-6P en las corridas a través de Dowex 1 Cl~.

Determinaciédn de proteina.

Se usd el método de Lowry (190). Las muestras que conte-
nfan Bchl se extrajeron previamente con acetona metanol, 7:2.

Determinacibédn de Bchl,

Se determin6 de acuerdo con el método descripto por
Clayton (191), usando un coeficiente de extincibn milimolar de
75.
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22, Determinacién de Pi.

El fbsforo inorginico se determind por el método colori-
métrico de Taussky y Shorr (192), A 1,0 ml del sobrenadante des-
proteinizado se agregd 0.7 ml del reactivo molibdato de amonio-
sulfato ferroso, se incubdé 1 minuto a 302C y se leybd su absor-
bancia a 660 nm. Se hizo una curva patrbn en iguales condiéiones
que la mezcla de reaccibn, con cantidades de fosfato variables,

El reactivo molibdato de amonio-sulfato ferroso se pre-
pard fresco en el momento de usar. A 10 ml de molibdato de amonio
10% en Acido sulfirico 1lON llevado aproximadamente a 90 ml con
agua destilada, se agregaron 5 gr de SO4Fe, se agitbd hasta total
disolucibén de los cristales y se ajustd a un volumen final de
100 ml con agua destilada.
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RESULTADOS

1. Estudios de caracterizacibn sobre el mecanismo de fotofosforila-

¢ibén en bacterias.

. El mecanismo de sintesis de ATP durante la fosforilacién
fotosintética no es todavia totalmente conocido. Se sabe, sin
embargo, que es necesaria una protefna, llamada factor acoplante,
para acoplar la sintesis de ATP al transporte de electrones.

Dado que se han propuesto varios mecanismos para explicar
la formacibn de ATP a partir de los sustratos ADP y Pi, es impor-
tante disefiar experimentos que permitan contribuir al esclareci-
miento de este mecanismo. Para ello es necesario medir y estudiar
previahente algunos parémetros que posibilitan la eleccibn de las
condiciones 6ptimas de trabajo y ayudan a ampliar el conocimicnto
sobre este proceso en bacterias fotosintétiéas, tomando como ejem-
plo R. rubrum,

1.1, Fotofosforilacién en funcibén de la concentracién de PIiS y Bchl.

Con el fin de encontrar la concentracién 8ptima de PiIS
que permita obtener un valor adecuado de actividad de fotofosfo-
rilacibén, se midib esta a diferentes concentraciones de PMS man-
teniendo constante la concentracibn de Bchl.

La curva de actividad de fotofosforilacién (expresada
en pmoles de Pi incorporado/h.mgr.Bchl), en funcién de la concen-
tracibén de PMS, se muestra en la Fig. 7.

Se observa una curva con dos fases bien definidas; 1la
primera, de mayor pendiente, se obtiene a concentraciones de PIMS
que van de O a 50 pyM y la segunda, entre 50 y 300 M que fue la
mayor concentracibén de PMS utilizada en este experimento.

De acuerdo con este grifico, se eligib SO gM como concen-
tracibén 6ptima ya que era la concentraecibn que daba la mayor ac-

- 56 -~



ACTIVIDAD (u moles Pi incorp./h.mg Bchl)
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CONCENTRACION PMS (uMolar)

Tioura 7:

Actividad de fotofosforilacibén a diferentes concentraciones de Pi'S,
L.a concentraciébn de Bchl es 10 ug/ml. IL.a actividad de fotofosfori-
lacibn se mide luego de 2 minutos %e incubacibn. La intensidad de
la luz utilizada es 2 x 109 erg/cmc,.seg., sobre la superficiec de los
tubos. Todas las demls condiciones estin descriptas en "ilateriales
y Métodos".

- 57 -



tividad de fotofosforilaciédn de la primera fase de la curva. Es
decir, donde la actividad aumenta mis rApidamente en funcibn de .
la concentracibén de PMS,

Asimismo, resultd interesante saber cbmo varfa la acti-
vidad de fotofosforilacibn en funcibén de la concentracibn de
BChlo

Resultados de este experimento se observan en la Fig. 8.

Se ve que cuanto menor es la concentracidn de Bchl mayor
es la actividad de fotofosforilacidén obtenida, disminuyendo en
forma casi lineal al aumentar la concentracién de Bchl.,

Este experimento se repitib a mgyores concentraciones de
PMS (entre 100 yM y 200 uM) obteniéndose resultados similares,
s6lo que las pendientes son cada vez menores al aumentar la con-
centracibn de PNMS,

Cinética de la fotofosforilacibn.

En la Fig. 9 se observa la variacibn de la actividad de
fotofosforilacién en presencia de ADP y Pi agregados, en funcibn
del tiempo de incubacibn a la luz, entre 10 segundos y 5 minutos.

Esta curva muestra una pendiente méxima en los primeros
segundos y la actividad es casi lineal con el tiempo hasta apro-
ximadamente 1 minuto, después del cual la velocidad disminuye.

De acuerdo con estos resultados, para los experimentos
posteriores se elige 1 minuto como tiempo de iluminaciébn, ya que
la incorporacibdn de 32

cidad de fotofosforilacibn es muy cercana a la mixima.

P que se obtiene es apreciable y la velo-

Resultados de un experimento semejénte, pero en ausencia
de ADP, se muestran en la Fig. 10, donde se ve que la cinética
de incorporacibn de 32

los valores de actividad son sustancialmente menores debido a 1la

P es semejante a la de la Fig. 9, sblo que
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Fi~ura 8:

Actividad de fotofosforilacidn a diferentes concentraciones de Bchl.
TLa concentracibén de PMS es 50 WM. La actividad de fotofosforilacibn
se mide luego de 1 minuto dS incubacibn. La intensidad de la luz
utilizada es 2 x 10° erg/cmc.seg. sobre la superficie de los tubos,
Todas las demis condiciones estfn descriptas en "lMateriales y Méto-
dos",
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Cinética de la reaccibn de fotofosforilacibn. lLe concentracibén de
Behl es de 10 ug/ml. La concentracibdn de PH% uqaga es 50 uyl!, La in-
tensidad de la luz utilizads es 2.5 x 106 erg/cmc,.,seg. sobre la su-
perficie de los tubos, Todas las demls condiciones estén descriptes
en "liateriales y Métodos".
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Cinética de la reaccién de fotofosforilacibén sin el agregado de ADP
exbzeno. La concentracibédn de Bchl es 30 ug/ml, La concentracién _de
P!IS usgda es 50 WM, La intensidad de la luz utilizada es 2 x 106
erg/cm©.seg. sobre la superficie de los tubos. Todas las demis con-
diciones estin descriptas en "Materiales y M&todos",
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1.3.

baja concentracién de ADP disponible, 1o que posiblemente lo co-

. loque por debajo del Km,

Determinacibn del Km para ADP y para fosfato,

En la Fig. 11 esti representada la inversa de la veloci-
dad de fotofosforilacién (1/v) en funcibdn de la inversa de la
concentracibén de ADP (1/s), obteniéndose de este grifico un valor
de Km para ADP de 0.55 mM, para una concentracibén constante de
Pi de 2 mM,

De la misma forma se determlna el Km para fosfato, cuyos
resultados se muestran en la Fig, 12, De aqui se obtiene un valor
de Km para Pi de 0.71 mM, para una concentracibén constante de ADP
de 2 mi,

Accibn de algunos inhibidores vy desacoplantes.

Como inhibidor de la transferencia de energifa en estos
experimentos se utiliza oligomicina en concentraciones entre 0
vy 10 uM y como desacoplantes de la fotofosforilacién se usa Cl-
CCP entre 0 y 40 itM en concentraciédn final.

Las Figs, 13 y 14 muestran los porcentajJes de actividad
remanente (considerando como 100% la actividad de fotofosforila-
cibn en ausencia del inhibidor) en funcibén de las concentraciones
de oligomicina y C1l-CCP, respectivamente.

En el caso de oligomicina (Fig. 13), se observa que hasta
una concentracibn aproximada de 4 WM la disminucidn de la activi-
dad de fotofosforilacibén es lineal con la concentracién de inhi-
bidor y muy pronunciada; a mayores concentraciones de oligomicina
la disminucibn de la actividad es menor.

Del grifico se deduce que se obtiene el 50% de actividad
remanente cuando la concentracibén de oligomicina es de 3.4 UM,
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Determinaciédn del Km para ADP. La concentracibén de Bchl es 25 pg/al.
La concentracién de PiS es 50 yM. La actividad de fotofosforilacibn
se mide luego de 1 miguto de 1ncubac16n. La intensidad de la luz
utilizada es 2.5 x 10° erg/cm2.seg. sobre la superficie de los tu-
bos. Todas las dem&s condiciones estln descriptas en '"Materiales y
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Firura 12:

Determinacién del Km para fosfato. La concentracién de Bchl utilize-
da es de 30 ya/ml. lLa concentracibn de PHS utilizada es de 50 pli,

La actividad de fotofosforilaclén se mide luego de 2 minutos de in-

cubacibn. La intensidad de la iluninacibn es de 2 x 1.06 erg/cnz.sep.
sobre la superficie de los tubos. Todas las demis condiciones estin

descriptas en "Materiales y Métodos".
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7{rura 13:

Accibn de la Oligomicina sohre la actividad de fotofosforilaciébn.,

La concentracidn de Bchl utilizada es de 12 pg/ml. La concentra-
cibén _de PMS es de 50 uM. La intensidad de la luz utilizada es 2.5

x 106 erg/cma.seg. la actividad de fotofosforilacibn se mide luero
de 1 minuto de incubacibn. La actividad en el control es de 430 umo-
les de ATP/h.mg Bchl, Todas las demés condiciones estin descriptas
en "lateriales y !Mé&todos".



Cuando se usa C1-CCP (Fip. 14) se ve que, hasta una con-
centracién de 10 uyM de desacoplante, la caida de la actividad re-
manente es muy pronunclada y casi lineal con la concentracién de
Cl-CCp, alcanzando un 75% de inhibicibn; a concentraciones tales
como 20 uM, se alcanza un valor cercano al 90% que se mantiene
casl constante aumentando la concentracibén de desacoplante. En
este caso, el 50% de inhibicién se obtiene cuando la concentra-
cibén de Cl-CCP es aproximadamente 7 UM,

1.5, Separacibn y anflisis de los productos de fotofosforilatibn.

Debido a las controversias que todavia existen sobre el
mecanismo de fotofosforilacién en bacterias fotosintéticas, resul-
ta importante investigar y analizar los productos que se obtienen
durante este proceso, como una manera de contribuir al esclare-
cimiénto de su mecanismo.

En estos experimentos se usan sustratos marcados (32P 6
'532P-ADP, seglin el caso) y se estudia la distribucibén de radioac-
tividad en los productos obtenidos.

Para. separar los distintos productos (ATP, Glu-6P y ADP)
se utiliza una cromatograffa de intercambio 16nico (Dowex 1 C1)
que se eluye con un gradiente continuo de ClNa, como esti indica-
do en "Materiales y Métodos",

Para determinar la ubicacibén de cada uno de los productos
en el eluido de la columna, se la calibra con nucledtidos patro-
nes en corridas separadas (AMP, ADP y ATP; 1 yMol de cada uno en
un volumen de 1 ml), glucosa 6P (1 ymol/ml) y 32py (con una acti-
vidad especifica de 3,5 x 10° com/ umol),

El perfil que se obtiene se muestra en la Fig. 15, donde
se representa gr&ficamente absorbancia a 260 nm para los nucleb-
tidos, absorbancia a 660 nm para Glu-6P (determinado por el méto-
do de Somogy-Nelson) y radioactividad para 32?1. en funcibén del
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Fioura 14:

Accibn del Cl-CCP sobre la actividad de fotofosforilacibén. La con-
centracibén de Bchl es de 12 ug/ml. La concentracién de PIIS utili-
zada es de 50 wil., La actividad de fotofosforilacibén se mide luego
de 1 mingto de chubacién. La intensidad de la iluminacibn es de
2.5 x 10° erg/cm~.seg. sobre la superficie de los tubos. lLa activi-
dad en el control es de 480 Wmoles ATP/h.mg Bchl. Todas las demés
condiciones estin descriptas en "iMateriales y IMétodos",
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Fl~ura 15:

Calibracién de la columna de Dowex 1C1l~, La concentraciédn de Glu-3P
y de los nuclcbdbtidos utilizadas es de 1 ul, Todas las demls condi-
clones estln descriptas en "Materiales y Métodos",
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nGimero de fracciones.

El porcentaje de recuperacién obtenido para cada producto
es generalmente entre 85 - 90%.

Fste experimento se hace en dos etapas:
a) En la cual se separan los productos obtenidos que incorporaron
radioactividad.
b) donde se analiza la posicibén de la marcacién en el ATP radioac-
tivo obtenido,

En un primer experimento la fotofosforilacibdn se lleva a ca-

bo utilizando como sustratos S°P y ADP.

a) Separacibn de los productos

El perfil de radioactividad que se ohtiene en este caso se
muestra en la Fig. 16, donde se observa un pico muy pequefio en la
zona del ADP. No se detecta la presencia de 32Pi (sustrato de la
reaccibn) que no reacciond, ya que éste fue separado de los nuclebd-
tidos en la elucibn a través de la columna de carbbdn activado (como
se indica detalladamente en "Materiales y Mé&todos"). En todos los
casos, una vez finalizada la reaccibn, se agregd a las muestras 1
umol de nuclebtidos no marcados para evitar que, al obtenerse canti-
dades muy pequefias de productos, estas queden retenidas en la colum-

na.

En geﬁeral, en todos los experimentos realizados, el 90% de

la radioactividad se detecta en el ATP.

b) An&lisis de la posicibn de la marcaciéd4n en el ATP

El ATP, recuperado como se indica en "Materiales y Iliétodos",
se expone a la accibn de la hexoquinasa en presencia de glucosa, con
el fin de localizar las posiciones de sus fosfatos marcados.

El perfil de ‘radioactividad en funcibdn del nimero de fraccio-
nes obtenido luego de la cromatograffa de intercambio ibénico, se pue-
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Fi~ura 16:

perfil de eluciédn de los productos de fotofosforilacidn (usando como
sustratos ADP y 32Pi) de una colurna de Dowex 1 Cl1l™, Las condiciones
empleadas estin detalladas en "Materiales y Métodos".
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de ver en la Fig., 17, Aquf se observa que el 97% de la radioactivi-
dad se detecta en la zona de la Glu-6P, 1o cual indica que un 97%
de la radioactividad se incorpord en el fosfato en posicién ¥ del
ATP,

Este resultado concuerda perfectamente con el esperado, te-~
niendo en cuenta la hipbtesis corrientemente aceptada de una adicién
directa del Pi al ADP para dar ATP:

32 2

ADP + 3%pi  — ¥3%p_arTP

Sin embargo, considerando los trabajos de Roy y Moudrianakis (100,
136) y Horak y Zalik (193), quienes postularon que el AP, en alou-
na medida, podrfa intervenir en el mecanismo de fotofosforilacibn
como aceptor inicial de fosfato (a través de una serie de reaccio-
nes entre las que figura una transfosforilacién entre ADP unido y
libre), se ve que este resultado también puede ser explicado tenien-
do en cuenta ese mecanisno,

Para discernir entre estas dos posibilidades, la reaccibn

32P

de fotofosforilacibn se lleva a cabo entre g -ADP y Pi no marcado.

El procedimiento seguido es completamente semejante al uti-
lizado en el caso anterior (con ADP y 32P:I.).

En la Fig. 18 se muestra la distribucién de radioactividad
en funcibn del nGmero de fracciones, donde se ve un pico principal
correspondiente al 632P-ADP que no reacciond, y un pico de radioac-

tividad mis pequefio en la zona del ATP,

Los resultados del anAlisis de las fracciones correspondien-
tes a la zona del ATP, por exposicibn a la accidédn de la hexoquinasa
en presencia de glucosa, se muestran en la Fipg. 19, Se observa que
un 90% de la radioactividad se localiza en la zona del ADP y apro-
ximadamente el 10% restante se encuentra en la zona de la glucosa-
6Pi,
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Fi~rura 17:

Productos obtenidos por la reaccibdn de hexoquinasa (QTP nroveniente
de ADP # 32?1), eluidos de una columna de Dowex 1 Cl , Las condicio=-
nes empleadas estin detalladas en "llateriales y Mé&todos",
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Perfil de S%uci6n de los productos de fotofosforilacibén (usando coio
sustratos P=-ADP y Pi) de una columna dec Dowex 1 Cl , Las condicio-~
nes empleadas estén descriptas en "Materiales y Mé&todos",
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Fi~ura 19:

Productos obtenidos por la reaccidn de hexoquinasa (ATP proveniente

de ““P-ADP + Pi), eluidos de una columna de Dowex 1 Cl~, Las condi-
ciones empleadas estin descriptas en '"Materiales y Mé&todos".
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2.1.1'

Inhibicién de la fotofosforilacibn en presencia de PIIS

La preiluminacibn de cromaté4foros de R. rubrum eén pre-
sencia de PMS inhibe la fotofosforilaciédn cuando no estin pre-
sentes los sustratos de fosforilacibén (181). En la sesunda par-
te de esta investigacibén se trata de determinar la naturaleza
de las reacciones que conducen a la fotoinactivacibdn, con el
fin de poder reclacionar este fenémeno con el proceso de foto-
fosforilacibn.

Fstudios sobre alpsunos narimetros que caracterizan 1z fotoin-
hibicibén por PIS,

Cinética de la fotoinactivaciébn,

En estos experimentos, previamente a la fotofosforila-
cibn, los cromatbforos en la mezcla de reaccibdn, pero en ausen-
cla de ADP y Pi, se incuban a 302C en la luz durante tienpos
variables (en este caso entre 10 segundos y 3 minutos), ter-

minado el cual se le inyecta ADP y 32

P para desencadenar 1la
reaccibédn de fotofosforilacién (como esté descripto en "llate-

riales y Métodos").

La Fin, 20 muestra la cinética de fotoinhibicibn de
la fotofosforilacibn en presencia de PMS, para concentraciones
de Bchl entre 10 y 30 Mg, Es interesante destacar que para ne-
quefias concentraciones de Bchl (8-12 ug), en las condiciones
en las que se hizo este ensayo, se observa una pequeiia fase
lag, durante la cual la inhibicibn es muy baja. Luego de apro-
ximadamente 1 minuto de preiluminacibén se alcanza un valor que
se mantiene constante al aumentar el tiempo de preincubacibn
a la luz., Para concentraciones mayores de Bchl (16-20ug), si
bien la forma de la curva es semejante, se observa para tiem-
pos cortos de preiluminacibn, valores de actividad por encima
del control, y sblo a tiempos mayores se puede detectar la in-
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FTimura 20:

Cinética de la fotoinhibicidén a diferentes concentraciones de Bchl,
La concentracibn de PIiS utilizada es de 50 yll, La intensidad de 1o
luz usada es 2,5 x 10 erg/cm2.seg. sobre la superficie de los tubos,.
El tiempo de incubacibdn durante el cual se mide la reaccibn de foto-
fosforilaciédn es 1 minuto. Todas las demé&s condiciones est&n descrip-
tas en "Materiales y liétodos",
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2.1.2.

2.1.3.,

hibicién aunque el valor méximo alcanzado es sustancialmente

menor.

Esta activacibén de la actividad de fotofosforilacibn,
que puede alcanzar hasta un 20%, posiblemente se deba a un
reordenamiento del estado de 6xido-reduccibn de los transpor-
tadores de electrones. Sin embargo, para concentraciones atn
mayores de Bchl (32 ug), la curva que se obtiene indica una
activacibdn constante atn preiluminando varios minutos,

Para calcular el porcentaje de inhibicibn, se efec-~
tllan controles en los cuales las muestras se incuban en las
mismas condiciones, pero en la oscuridad.

En un experimento semejante se midid la fotoinactiva-
cibn de membranas en ausenciaz de ADP exb6geno. Se obtienen va-
lores de fotoinhibicibn que alcanzan a un 35% con respecto al
control a partir de los 20 segundos de preiluminacién, wvalor
que se mantiene constante aumentando el tiempo de preincuba-

cibébn en la luz,

Preiluminacibén de los cromat8foros en ausencia de PMS

Cuando los cromatbéforos se preiluminan en ausencia
de PMS y de los sustratos de fotofosforilacibén, ADP y P1i, se
observa un aumento de la actividad de fotofosforilacidn con
el tiempo de preiluminacién, hasta aproximadamente los 2 minu-
tos. En este caso, como el PHS no esti presente en la preilu-

32

minacién, se lo agrega junto con el ADP y Pi en el momento

de desencadenar la reaccibn de fotofosforilaciébn.

En la Fig. 21, se observan los resultados obtenidos
en este experimento.

Fotoinhibiciébn en funcibn de la concentracibn de PIS

Cuando se preiluminan cromaté4foros que contienen con-
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Fi~ura 21:

Activacibn de los cromatbédforos por preiluminacibn en ausencia de Diis,
La concentracién de BPchl utilizada es de 40 ug/ml, La concentracibn
de PMS utilizada en la reaccibn de fotofosforilacibn es de 50 yil,

La actividad de fotofosforilacibn en el control es 320 ymoles ATP/h.
mze. Bchl., La igtensidud de la luz utilizada durante todo el pnroceso
es de 2,5 x 10 erg/cm .seg., sobre la superficie de los tubos., La
actividad de fotofosforilacibn se mide luego de 1 minuto de incuba-

cibn., Todas las demis condiciones estén descriptas en "Materiales
y Métodos".



2.1.4.

2.1.5.

centraciones pequefias de Bchl (10-20 ug/ml), se observa que

el porcentaje de inhibicién es independiente de la concentra-
cibén de PMS entre 50 y 200 MM y el valor es de alrededor del
70% cuando los tiempos de preiluminacién superan los 2 minutos.

A medida que se aumenta la concentraciédn de Bchl se
observa que son necesarias mayores concentraciones de PHMS para
aumentar la inhibicién,

Los resultados de estos experimentos se muestran en
la Fig., 22.

— e

Efecto de la presencia de fosfato y de magnesio en la preilu-

minacibn, sobre la fotoinactivacibn.

La presencia o ausencia de fosfato o magnesio en 1la
preiluminacién cuando ésta se realiza al mismo pH que la foto-
fosforilacibn (pH:8.0) (m&s adelante se describirin experimen-
tos realizados a otros pH), no modifica los porcentajes de in-
hibicién obtenidos, como se muestra en la Tabla I.

Lfecto de reacciones denendientes de energfa, sobre la inhi-
bicibdn de la fotofosforilacibn

Est4 bien demostrado (181) que la presencia de los
sustratos de fotofosforilacibn evitan completamente la foto-

'inhibicién, disipando continuamente la energfa y aumentando

la velocidad de recambio de la forma del CF en una configura-
cibn de alta energia.

Se prueba, entonces, el efecto de otras reacciones
que también son dependientes de energfa, como por ejemplo la
fotoreduccibn de NADY, y que provocaréin sin duda alguna, lo
mismo que el ADP y Pi, una acumulacibn continua de energfa,

La Tabla II muestra el efecto de la preiluminacién en
presencia de PMS sobre la reduccibn dependiente de energfa del
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Firmara 22:

Fotoinhibicibén a diferentes concentraciones de PliS para distintas
concentraciones de Bchl, La concentracién de PHS se ajusta en to-
dos loscasos a 200 HIT, La actividad de fotofosforilacibn se mide
luego de 1 minuto de incubacibdn. la intensidad de la luz utilizada
tantg en la fotoinhibicibén como en la fotofosforilaciédn es de 2.5
x 10° erg/cm2,seg. sobre la superficie de los tubos. Todas las
demis condiciones estin descriptas en "Materiales y Mé&todos".




+ . + .
NAD . La reduccibén de NAD se efectlia en presencia de succinato, y

la energia necesaria para que ocurra la reaccién puede ser provista
por la luz o por ATP,. '

Tabla I

Accibn de la presencia o ausencia de fosfato y/o magnesio en la pre-

iluminacién, sobre la fotoinhibicién.

Actividad -en ymoles Pi/h.mg Bchl

Condiciones de la Preincubacibén Preincubacién Porcentaje de

preiluminacién en oscuridad en luz inhibicibn
PHS + Mgt + Pi 590 177 70
PMS + Mg2' - P1 600 168 72
PMS - Mgt 4 P1 587 194 67
PMS - MpS' - Pi 602 187 69

Fn todos los casos se usan 10 Mg de Bchl/ml, la concentracibén final
de PYS usada es de 50 W1, las muestras se preiluminan durante 2 ni-
nutos, la intensidad de luz utilizada, tantogpara la.preiluminecibdn
como para la fotofosforilacibn, es de 2 x 10~ erg/cm”, =g, sobre la
supergicie del recipiente que contiene la mezcla de reaccibn. Cuancdo
el Mg“* o el fosfato estén ausgptes durante la preiluminacién, estos
son agregados Junto con ADP y Pi en el momento de desencadenar la
reaccibn de fotofosforilacibn.

De los resultados de la Tabla II se ve que mientras la reduc-
cién de NAD* inducida por la luz se inhibe sblo un 50%, la reaccibdn
suplementada por ATP estid un 100% inhibida, lo cual indica que en
este caso no se produce ninguna acumulacibdn de energf{a provista por
el ATP.,

Para probar si la fotoreduccién de NAD* producfa algén efec-
to protector sobre la fotofosforilacibén inhibida por preiluminacién
con PMS, se utilizb este sistema durante la preiluminaciébn de la
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sipguiente manera:

Fn una primera etapa se preiluminon los cromatbéforos en nrec-
sencia de PMS, succinato y MAD® en cubetas 2naerbbicas, a una alfcuo-
ta se le apgrega ADP y Pi para medir la actividad de fotofosforilacibn

en esas condiciones.

En una sesunda etapa, s8e recupera la membrana que fue utili-
zada en la etapa anterior, se lava y nuevamente se¢ mide fotofosiori-
lacibn en presencia de succinato, wAD Y y PMS, para que sea pcrfecta-
_mente comparable con los resultados de la primera etapa.

l.os resultados obtenidos en este experimento, se muestran
en la Tabla III

Accién del PMS sobre la fotoreducciédn de HNAD'

Actividad -
( moles NADH formado/h.mg Bchl

Pretratamiento  Energfa pfovista por Energfa provista por

de la membrana ATP la 1luz
Minmuno 8.0 25.9
Iluninacibébn con

50 ! Pi1S 0.0 11.3

La concentracibén de Bchl utilizada es de 20y g/ml, el tiempo de
iluminacibén previo es en ambos casos de 3 minutos. Cuando la ener-
oia es provista por la luz, el tiempo de incubaciédn es de 4 minu-~
tos. Todas las demés condiciones de este ensayo esthn descriptas
en "Materiales y Mé&todos",

. las membranas usadas en la segunda etapa son 20-25% menos
activas que las correspondientes utilizadas en la primera etapa.




Tzbla ITT

Efecto de MAD* v succinato sobre la fotoinactivacibén de la fotofos-

forilacibn

Pretratamiento
de la membrane.

Primersa etana

A. Minmuno
B, Minguno

Co 3 mino luz +
50 M P¥S + Succ

D. 3 min., luz + 50 &M
PMS + Sucec + NAD

Segunda etapa

ienbrana A. recup.
después LIP y lavada

Membrana B, recup.
desnués LIP y lavada

Membrana C. recup.
después LIP y lavada

liemhrana D, recup.
después LIP y lavada

Adicibn a la mezcla
de incubacibn luero

del pretratamiento

50 uit PKS *+ Succ.

50 wM PiS + NAD'
+ Succ.

Ninguna

Ninguna

+

50 UM PMS Succ.
50 UM PMS + NAD'+

50 MM PrS + Succ.

50 MM PMS + NAD*+

Fotofosforilacién
Porcentaje de ac-
tividad remanente

100
100

36

27

100

Succ. 100

42

Succ. 84

La actividad de fotofosforilacién (LIP) es de 450 umoles ATP/h.
mg Bchl. E1 ADP y el P1 se agregan después de cada pretratamiento,
2 seg. antes de prender la luz,., lLa Intensidad de luz_durante_la

preiluminacién y la fotofosforilacibn es de 2.5 x 109

erg/cma.seg.

sobre la superficie de los tubos., La cantidad de Bchl usada por

ensayo es de 20 ug.
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2.2.

2.2.1.

2.2.2.

En los resultados cde la Tabla III se observa, en 1la
primera etapa, una inhibicién de un 65-70% debido a la prei-
luninacién de las menmbranas en presencla de HAD*, succinato
y PlIS. Esta inhibicién es parclalmente revertida, si se lavan
las membranas como se indicd antes. En este caso se obticne
una inhibicibn de aproximadamente 1655, Estb no ocurre en el
control, en el cual sc omite el I-IAD+ durante la preiluminceibn,
ohservindose que se mantiene un nivel de inhibicién de alrede-~
dor de 607%,

Es evidente, entonces, que la preiluminacién en nre-
sencia del sistema de fotoreduccién del NAD? produce una pro-
teccibn contra el proceso de Tfotoinhibicién.

Fectores externos que afectan la preiluninacibn en presencia

de DPIH

Ffectos de nuclebdtidos sobre la fotoinhibiciébn

Para saber sl los nuclebdtidos tienen algin efecto pro-
tector sobre la fotoinactivacidn de los cromatbdforos, se los
preilumina en presencila de P!S y AMP, ADP & ATP.

T.os datos obtenidos en este experimento se rnuestran
en la Tahla IV,

Corio se ve, la presencia de nuclebdtidos en la preilu-
minacién no tiene ningin efecto sobre la fotoinhibicién,

Acci6n de la preiluminaciédn con PMS en presencia de sales so-

bre la fotofosforilacibn

Con el fin de estudiar el efecto que nroduce la pre-
sencia de sales durante la preiluminacibén con P'MS, se diarro-
mé el siguiente experimento: Utilizando Clut,, SCillla y Cl1Na,
cuyos efectos sobre la membrana cargada energéticamente son
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Tabla IV

Efecto de nuclebdtidos sobre la fotoinactivacién de cromatb8foros

Actividad (ymoles Pi/h.mg Bchl),

Condiciones Incubacibn en Incubacibn en Porcentaje de
de preilum, oscuridad la luz inhibicibn
PI1S 490 205 58
PIS + ANP 500 230 54
PI'S + ADP 485 200 59
PIIS + ATP 440 210 52

La cantidad de Bchl utilizsda es de 20 ugp Behl/ml, el tiempo de
preiluminacién es de 3 minutos, la reaccidn de fotofosforilaciébn se
lleva a cabo ingubando las muestras 3 minutos a la luz a una inten-
sldad de 2 x 10 erg/cmz.seg., sobre la superficie de los tubos. la
concentracién de nuclebtidos es de 1 umol/ml.

bien conocidos, se preiluminan los cromatédforos durante tiemnos va-
riables hasta 1 minuto, en presencia de PIIS y en presencla y ausen-
cia de estas sales, suministrando energf{a a la membrana mediante dos
fuentes distintas: a) con luz y b) con ATP,

a) Utilizando luz como fuente de energia

Los resultados obtenidos en estos experiinentos se nuestran
en la Tabla V. Se observa que tanto la presencla de CLNH4 como de
SCN~ en la preiluminacibn con PMS reducen el porcentaje de fotoin-
hibicibén, mientras que el CINa no modifica el porcentaje de fotoin-
hibicién producido en su ausencia.

Es importante recordar que el ClMa no produce ninguna modi-
ficacién en el ApH+ (64), mientras que la adicibn de ClNH4 6 SCNiNa
decrecen el pmf en un 15-20%., Como se recordari, esto se decbe a que
el ClNH4 actlia sobre las membranas cargadas energéticamente disipan-



Tabla V

Accibn de sustancias que afectan A¥Y & ApH en la preiluminacién sohre
la actividad de fotofosforilacién

Adiciones durante Tiempo de pre- Actividad umoles Inhibicibn
la preiluminacibén  iluminacién ATP/h.ms Behl (%)
(see.)
PI1S 50 UM 0 605 0
10 556 8
20 514 15
30 351 4l
60 240 60

Pi1S 50 UM +

CLyll, 10 mif 0 590 0
10 530 2
20 566 4
30 530 10
60 531 10

PIIS 50 uM +

SCHNa 10 mM 0 558 0
10 540 3
20 513 3
30" 474 15
60 418 25

PMS 50 MM +

ClNa 10 mM 0 598 )
10 526 12
20 436 27
30 287 52
60 221 63

l.a concentracién de Bchl usada es 15 ug/ml, El tiempo durante el que
se midié la actividad de fotofosforilacidn es 1 minuto. La intensi-
dad utilizada en _la prelluminacibn y en la fotofosforilacibn es

2.5 x 10° erg/cme.seg,, sobre la superficie de los tubos.
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2.2.3,

do el 8pH, mientras que el SCN~ 1o hace disipando el Ay .
b) Utilizando ATP como fuente de energfa.

El experimento fue realizado de la siguiente manera:
iy» SCHIla
6 ClHa en la mezcla de reaccibdn sin ADP y Pi, se dejan trans-

Los cromatbéforos se ponen en presencia de ATP y/o Cli!

currir 30 segundos (tiempo durante el cual se supone que el
ATP traslada la membrana a su estado de alta energia en os-
curidad), luego se azrega PIS, se dejan transcurrir también
30 segundos para inducir estabilizacibén en oscuridad y se le
agrega ADP y Pi para que ocurra la reaccidn de fotofosforila-
cién en forma habitual, incubando a la luz durante 1 minuto.
Los resultados se pueden ver en la Tabla VI.

Este mismo experimento se hizo variando el tieapo de
suninistro de energfa entre 5 y 30 segundos, obteniéndose rc-
sultados similares. Dado el bajo porcentaje de inhibicibn y
la variabilidad de los resultados, cada determinacién se hizo
por quintuplicado promedidndose los valores obtenidos.

Como nuede observarse en los datos de la Tabla VI
hay una inhibicién pequefia pero constante (aproximadamente

10%) en presencia o ausencla de sales.

Preiluninacibén de los cromatbdforos a diferentes pH en presen-

cla v ausencia de fosfato.

Hasta el momento se ha estudiado la fotoinactivacibn
de los cromatbéforos llevada a cabo al mismo pll en que se¢ en-
cuentra el 6ptimo de fotofosforilacibén (pH:8.0); es interesan-
te investigar qué ocurre cuando la preiluminacibn se realiza
a pH menores ya que, indudablemente, las condiciones ambien-
tales tendran seguramente un profundo efecto sobre aquellos
procesos que puedan involucrar camblos comformacionales en
protefnas, lo que puede poner en evidencia la ionizacibn de



Tabla VI

Accibn de sustancias que afectan Ay o pH agregadas durante la preincubacién
(utilizando ATP como fuente de energia) sobre la actividad de totofosfori-

lacién.

Adiciones durante la Adiciones en Actividad Inhibicién
preincubacidn oscuriaad amol Pi/n.mg Bchl (%)
Ninguna PMS 483 10
Ninguna - 541

ClNH4 10 mM PMS 523 10
CINH4 10 mM - 586

SCNNa 10 mM PMS 434 7
SCNNa 10 mM - 470

ClINa 10 mM PMS 442 8
ClNa 10 mM - 480

La concentracifn de PMS usada en todos los casos es de 50 uM. La concentracién
de Bchl utilizada es de 13 ug/ml.zLa intensidad de la luz usada en la fotofos-
forilacidén es de 2.5 x 10" erg/cm”.seg. sobre la superficie de los tubos. El
tiempo durante el cual se midi6 la actividad de fotofosforilacién es de 1 mi-
nuto y el de preincubaci6n en oscuridad de 30 segundos.



diferentes grupos activos sobre la protefna, los cuales deberin
equilibrarse con los H y OH presentes, en un determinado nmonen-
to, en el medio externo.

En este tipo de experimentos, el pH al que se hace la pre-
iluminacidn debe ser ajustado muy cuidadosamente ya que cl huffer
en el que se encucntra resuspendida la membrana tiene una relati-
vamente alta concentracibén de tricina (a pH 8.0), mientras que
esta es haja en la mezcla utilizada para la preiluminacién, por
lo cual es necesario ajustar el pH de esta mezcla en presencia de
la membrana para evitar que al desencadenar la reaccibn, por acrc-
pgado de membrana, varfe el pH de la mezcla de pnreiluminacibdn. Esto
se lleva a cabo previamente al experimento, por agrepgado de Acido
malelico o OHMa seglin el caso. También se controla que el pH resul-
tante luego de agregar la mezcla de fotofosforilacidn sea de S.0,
va que esta actividad disminuye considerablemente a pH menores,
obteniéndose resultados no comparables.

Los tubos controles para cada pH inicial fueron realizados
en las mismas condiclones descriptas, con la diferencia de que
fuerca incubados en la oscuridad. Los valores de fotofosforilacién
ohtenidos para los controles son independientes del pH de la mezcla
de incubacién inicial.

Los resultados de estos experimentos se pueden ver en la
Fig. 23, donde se representa el porcentaje de inhibicibn en funcibn
del pH, en presencia y en ausencia de fosfato durante la preilumi-

nacibn,

Cuando el fosfato esti presente en la mezcla de preilumi-
nacién, -a pll bajos (entre 5 y 6) se observa una marcada protec-
cibébn de la fotoinactivacidn comparado con lo que ocurre cuando el
fosfato estd ausente, Entre pH=6.0 y pH=8.0, el porcentaje de in-
hibicibén se hace independiente de la presencia de fosfato en la
preiluminacién. En ambos casos, se nota un aumento del porcentaje
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Fiocura 23:

Fotoinhibicibdn a diferentes pH en presencia y ausencia de fosfato.
L2 concentracién de Bchl utilizada es de 10 ug/ml. La actividad de
fotorfosforilacibn se mide lucpgo de 1 minuto de incubacibn, El tien-
po de preiluminaciébn de los cromaté4foros en presencla de PNS es dec
2 ninutos. La intgnoidad de la luz utlilizada durante todo el proce~
so es de 2,5 x 10 er"/cm .seqg, sobre la superficie de los tubos,
Todas las demis condiciones estén descriptas en "Materiales y Né-
todos",

. . En ausencla de fosfato
o En presencia de 2.0 mM de fosfato,
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2.2.4.

2.2.5.

de inhibicibén con el aumento del pH, que se hace constante
entre pH:7.0 y pH:8.0.

Efecto del fosfato sobre la cinética de la fotoinhibicidn a
pH altos y bajos

Debido a que la presencia de fosfato durante la pre-
iluminacibén a pH bajos ofrece una marcada proteccibn con res-
pecto a los resultados obtenidos a pH 8.0, resulta importante
estuydiar de qué forma es afectada la cinética de la fotoin-
hibicién en estas condiciones.

En la Fig. 24 se muestran los resultados obtenidos
en estos experimentos. Se puede ver que la presencla de fos-
fato en la mezcla de preiluminaciédn produce un considerable
cambio en la cinética de la fotoinhibicibn, a diferencie de
lo que ocurre a pH:8.0 donde la presencia de fosfato durante
la preiluminacibén no influye en los valores de actividad rec-
manente obtenidos. En ambos casos (a pH altos y bajos) se no-
ta que a medida que se aumenta el tiempo de preiluminacién,
la inhibicibén obtenida es mayor; también se observa que las
curvas tienden a aproximarse para tiempos grandes de preilu-
minacién (mayores que 5 minutos). Es decir, que la influencia
del fosfato en la preiluminacibén a tiempos cortos y a pH ba-
jos se hace mucho menos notable aumentando el tiempo de pre-
iluminacién.

Relacibn de 1la fotoinhibiciédn con la concentracibdn de fosfato

presente en la preiluminacibn a;ﬁﬁ,bajos

Por los experimentos anteriores queda confirmada la
proteccibén que ejerce el fosfato en la preiluminacién a pH
bajos. Como la concentracién utilizada en todos los experi-
mentos anteriores es de 2 mM, es lmportante investigar el
efecto que ejercen cantidades menores de fosfato; asi, se
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¥y bajos. La actividad de fotofosforilzcibn del control es 670 prioles
ATP formado/h.me Bchl., La concentracibn de Dchl usada cs de 10 | Tiad SN
Lz, intensidad de luz durante la preiluminacibn y la fotofos for11~016n
05 2,5 X 106 ero/cm2.seq. sobre la euoerficic de los Lubos. La con-
centracibn de PIIS utilizada es 50 Bl
Z=tmmbos v se mide la actividad de fotofosforilacibdn luego de 1 mi-
nuto de incubacibén. Todas las demis condiclones estén descriptas en
"lateriales y liétodos".

n'i:5,0

ausencla de fosfato.
8 —a7n presencia de 2.0 miM de:fosfato,
nli:8,0

ausencia de fosfato,
o —oFn presencla de 2,0 mll de fosfTato.



2.2.6,

probaron concentraciones aue van desde 0 hasta 2 m', Fn to-os
los casos la concentraciédn final de fosfato en lz fotofosfo-
rilacibn es ajustada a 2 miM. Para cada deterninacibdn se hace
un control en las mismas condiciones, pero incubzdo en la os-
curidad.

Los resultados obtenidos se nuestran en la Fic, 25,

Se observa nquc el efecto protector del fosfato, cuardo estA
prescnte en la mezcla de preiluminacibn, sc evidencia nGa a
concentraciones tan bajas como 0,02 mlil, notdndose una calda
ebrupta en el porcentaje de inhibicibn hasta concentraciones
de 0,05 mll de fosfato. A partir de este valor y hasta 1nl sc
nota una disminucidén de la inhihicibn menos marcada, nero
continua, que se hace constante a partir de 1 m!f,

Preiluminecidn en orescencia de un desacoplante sobre los ac-

tividades dc ATPasa y fotofosforilacibn a pH zltos y hajos

Teniendo en cuenta los experimentos anteriores, es
evidente la diferencia de inhibicidbén de la fotofosforilacibn
cue existe a pH altos y bajos, en presencia o ausencia de fos-
fato. Es de interés conocer cbmo responde la actividad de
ATPasa inducilda por desacoplantes (no la ATPasa oscura) a
estos mismos factores externos. Supuestamente, esta actividad
es producida por la misma enzima que lleva a caho la fotofos-
forilacibn.

En la Tabla VII se muestran los resultados ohtenidos
cuando se hace una preiluminacién de los cromatéforos en pre-

‘sencla de desacoplantes a pH altos y bajos y en presencia y

ausencia de fosfato y cbmo esta influye sobre la actividad
de ATPasa inducida por F-CCP y la de fotofosforilacibn.

Se ohserva que nmientras la actividad de ATPasa indu-
cida por desacoplantes resulta inhibida aproximadamente en
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Fil~urs 25:

Fotoinhibicibn a pl:5.0 a diferentes concentraciones de fosfato., La
concentracibn de Bechl utilizeda cs de 10 ug/ml, La activided de fo-
tofosforilacibén del control es de 520 umoles de ATP formado/h.nc
Behl. La intensidad de luz utilizada durante la prelluninncibn y 1la
fotofosforilacibn es de 2.5 x 10° erg/cm2,.seg. sobre lz superficie
de los tubos. La concentracibén de PIiS usada es de S50 uill, E1l tiempo
de preiluminacibn es 2 minutos y se mide la actividad de fotofosfo-
rilacién luego de 1 minuto de incubacibn. &En la reacciédn dc fotofos-
forilacién la concentracién de fosfato se ajusta en todos los casos
a 2,0 ml. Todas las demids ocndiciones estéin descriptas en "lMaterio-
les y llétodos", '



Tabla VII

Efeqto de la preiluminacibn en presencia de F-CCP sobre la fotofos-

forilacibn y la ATPasa activada por desacoplantes

Porcentaje de inhibicibn

Adiciones durante la ATPasa inducida Fotofosforilacibn
preiliminaciébn por F-CCP

A pH:8.0

PMS + P1 + F=CCP 48,0 0.1

PMS + I-CCP 46,0 0.0

A pH:5,5

PMS + Pi + F=CCP 0.2 0.0

Fl tiemno de preiluninacid4n es de 2 minutos. La actividad de foto-
fosforilacibén del control es de 650 umoles ATP/h.mg Bchl., En los
casos en los que Pi esté presente, su concentracidn final es de
2.0 mil, La actividad de ATPasa inducida por desacoplantes es 2.8
Umoles P1 liberado/min.mg Bchl, La intensidad de 1la éuz durante 1la
preiluminacibén y fotofosforilacibén es 2 x 10° erg/cm”.seg. La con-
centracibn final de PiS es 50 UM,
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2.2.7.

un 50% a pH:8,0, la fotofosforilacibdn medida en las nismas
condiciones no se inhibe. Sin embargo, a pH:5.0, las dos ac-
tividades se comportan de manera semejante, no produciéﬁdose
inactivacibén en ninguno de los dos casos. Se observa también
que la presencla de fosfato no produce ninguna modificacién
en los valores de inhibicién determinados para la actividad
de ATPasa inducida por F-CCP a pll:8.0,.

Como esti indicado en "ilateriales y Métodos", en este
experimento se utiliza sulfato de protamina para nrecipitar
las membranas y poder centrifugarlas a baja velocidad. &isto
experimentalmente hizo que se buscara, previamente, laz menor
concentracibén de sulfato de protamina capaz de precipitar las
membranas sin disminuir su actividad de fotofosforilaciébn,
para ser usada en estos experimentos. La relacidn de mg de
sulfato de protamina a mg de Bchl es semejante a la que fuera
determinada previamente por Schuldiner et al (194) durante
la determinacién de AY y ApH en cromatbéforos de R. rubrum.

La ausencia de inhibicidbén encontrada en la actividad
de fotofosforilacibn no es un artefacto debido a la presencia
de sulfato de protamina, ya que se obtienen resultados simi-
lares cuando las membranas se centrifugan en una ultracentri-
fuga en lugar de precipitarlas a bajas velocidades por adicibn
de sulfato de protamina.

Influencia de cambios de pH inmediatamente después de la pre-
iluminacién, sobre la inhibicidn de la fotofosforilacibn

Los resultados obtenidos en todos los experimentos
de preiluminacibén a pH altos y bajos, en presencia y ausencia
de fosfato, se pueden resumir diciendo: Cuando se preilumina
una membrana a pH 8.0 se obtiene una inhibicibn de entre 70-
80% independientemente de la presencia o ausencia de fosfato,
mientras que preiluminada a pH 5.0 en presencia de fosfato,
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los valores oscilan entre 10-12% y 40% en ausencia de fosfato (para
tiempos de preiluminacién de 2 minutos, concentraciones bajas de
Bchl y PHS en una concentracién de 50 fl),

Como consecuencia de esto, resulta importante estudiar el
efecto que puede produclr un cambio en el pH luego de la nrecilumina-
cibébn en presencia de fosfato, sobre la actividad de fotofosforilzcibn.
En la Tabla VIII se muestran los resultados obtenidos en experimentos
de este tipo.

Fn las lineas 3 y 4 de esta tabla se observan 1los porcen-
tajes de inhibicibn obtenidos, cuando luero de una nreiluminacién
a pH 5.0 u 8.0 se provoca un canbio rfpido dc pHd a 8.0 6 5.0, res-
pectivamente, en la oscurlidad, Cuando el salto de pW es de 8,0 2
5.0 (1fnea 4), no se nota ninguna modificacién en el porcentaje de
inhibicibn con respecto al producido por la preiluminacién a nH 8.0
(14nea 2), Comparando las lineas 1 y 3 es posible ver que cuando a
la preiluminacibébn a pH 5.0 le sigue un cambio a pH 8.0 en la oscu-
ridad, el porcentaje de inhibicibén que se obtiene es mayor (30¢) que
el resultante de la preiluminacibn a pH 5.0 (107%). Estos resultados
indican que la estructura fotoinhibida se produce durante el pasajec
de nH bajos (pH:5.0) a altos (pH:8.0), lo que se comprucba hacicndo
el pretratamiento de la membrana totalmente en'la oscuridad (linen
5). Para completar esta serie de experimentos y comprobar si existc
alruna relacién entre el A pH y el porcentaje de inhibicibn, se dia-
gramd un experimento en el cual se varfa el ApH en el pretratamien-
to de la membrana, realizado totalmente en la oscuridad, para obser-
var solamente el efecto del salto de pH.

En la Tabla IX, se indican los porcentajes de inhibicién ob-.
tenidos para las diferentes preincubaciones en oscuridad.

Se observa que variando el ApH entre 2.3 y 3 unidades, el
porcentaje de inhibicidén es independiente del valor inicial de pll.
Sin embargo, valores de ApH entre O y 2.3 unlidades se reflejan en
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Tabla VIII

Inhibicibn de la actividad de fotofosforilacibn por cembios bruscos

de pil

Pretratamiento de Porcentaje de inhibicibn
la membrana

pH:5.,0 + luz 10.0
pH:8.0 + luz 82.0
pH:5,0 + luz a
pH:8.0 en oscuridad 30.0
pH:8.0 + luz a
pl1:5.0 en oscuridad 81.0

pl1:5.0 en oscuridad
a pH:8.0 en oscuridad 23.0

El tiempno de preiluminacién es 2 minutos, La actividad de fotofos=-
forilacién del control es 628 uymoles ATP formados/h.mg Bchl. En
todos los ensayos, Pi estl presente en la mezcla de preiluminaciédn
a una concentracibén final de 2.0 mil., lLa intensidad de la_luz usada
en la preiluminaciédn y en la fotofosforilacibn cs 2 x 10° eres/em?,
sec., sobre la superficie de los tubos. lLa concentracidn final de
PLIS es 50 UM,




Tabla IX

“fecto del 8pH durante el nretrdtamiento de la membrana sobre la'ac-
tividad de fotofosforilacibn

Pretratamiento de Inhibicibn Pretrztamiento de Inhibicibn
Anll la membrana en 6) .la membrana en (%)
oscuridad / oscuridad ”

3.0 pi:8.0 a pH:5,0 60 pH:8.0 a pH:5.0 59
2.7 pH:8.0 a pll:5,3 49 pilt7.7 a pli:5.0 52
2.5 pil: 8.0 a pH:5.5 42 pli:7.5 a pH:5.0 46 .
2.3 pH:8.0 a pH:5.7 36 pil:7.3 a pH:5.0 41
2.0 pH:8.0 a pH:6.0 20 pH:7.0 a pH:5.0 35
1.5 pl:8,0 a pl:6.5 3 pH:6.5 a pH:5.0 31
1.0 pH:8.0 a pH:7.0 0] pH:6.0 a pH:5,0 28
0.0 »H:8.,0 a pH:8.0 (0] pH:5.0 a pH:5.0 3

La concentracién de Bchl usada es 20 ug/ml, La actividad de fotofos-

forilacién en el control es de 580 ymoles ATP/h.mg Bchl. L1 tiempo

durante el cual se nidid la fotofosforilacibn es de 1 minuto. la

inte sidad ds la luz utilizada para la fotofosforilacibn es de 2.5
10 erg/cm“.seg, sobre la superficie de los tubos, E1 fosfato

esté presente en el experimento desde el inicilo del mismo.



porcentajes de inhibicibén notablemente diferentes segin el nil
inicial, Ademis, se nota una tendencia general a disminuir el
porcentaje de inhibicibn al hacerse més estrecho el Api, Este
mismo experimento se hace omitiendo el PiiS durante la preincu-
bacibn en la oscuridad, obteniéndose los mismos resultados;
esto indica que el efecto inhibitorio observado es Gnicamente
debido al ApH provocado y no a la presencla de PMS.

En todos estos experimentos la transicibn de pY de 3.0
a 5.0 se realiza en forma ripida. Para comprobar si la inhibi-
cibn obtenida es sblo consecuencia de'la mapgnitud del A»H nro-
ducido, se diagrama un experimento en el cual se provoca el
mismo ApH pero a través de una serie de transiciones sucesivas
tales que el salto total resulte la suma de los individuales,
Para lograr esto, la cantidad total de 4cido maleico neccsaria
para producir el cambio de pH de 8,0 a 5.0 se divide en dicz
alfcuotas que se agregan a la preparacibdn, a intervalos de 30
segundos durante la preincubacibdn en la oscuridad. Los valores
de pH obtenidos luego del agregado de cada una de las alfcuotas
son los sipguientes: 7.6; 7.15; 6.8; 6.,5; 6425; 6,0; 5.8;5.6; 3.45
y 5.0. Los resultados obtenidos en este experimento no muestran
diferencias con los que se obtienen cuando la transicién de p'l
de 8,0 a 5,0 se realiza mediante un solo agregado de 4cido ma-
leico.

3, Efecto de la preiluminacidn sobre ia sintesis oscura de ATP

El fin de estos experimentos es comprobar de qué forma
actfia el P}S, cuando esti presente en el perf{odo de iluminacibn,
sobre la sintesis oscura de ATP, usando como iones permeantes
SCNNa o valinomicina y ClK.

3.1, Utilizaecibdn de tiocianato de sodio como anién permeante
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Se ha comprobado que la adicibén de aniones permeantes (77),
tal como SCN™, estimula la sfntesis de ATP realizada en la oscuridad,
cuando la sal se agrega en la etapa de suministro de energfa,

Este experimento consta de dos etapas: en la primera, se'
somete a la membrana en presencia de SCHMNa y/o PMS, a una incubacién
en la luz durante perfodos variables de tiempo y en la segunda (eta-
pa oscura), se agrepga ADP y Pi en la oscuridad, dejando transcurrir
30 sezundos hasta que se completa la reaccibn en la que se forma
ATP, aprovechando la energfa acumulada durante la etapa luminosa.

Fn experimentos por separado, se somete a la membrana o una
iluminacibn previa de 3 minutos en presencia de PI3, -anterior a la
etapa de suministro de energfa, y luego se sigue como en el experi-
mento anterior, con el fin de comprobar si la inhibicibén obtenida
en nresencia de PMS se modifica de alguna manera por el agregcado de
SCllla,

En la Fi«, 26, se pueden ver los resultados obtenidos, Pucde
observarse que al aumentar el tiempo de incubacién a la luz (en la
primera etapa) en presencia de PMS, se produce una -sensible inhihi-
cibn en los valores de sintesis de ATP obtenidos, que se aproximan
al 50% con respecto a los valores que se obtienen sin PMS cuando se
completa el minuto de incubacién (curva B). Cuando el experimento
se realiza en ausencia de PMS (como control, curva A), se observé
un valor constante de actividad a través del tiempo, indicando €sto
que perfiodos tan pequefios como 10 segundos son suficientes para acu-
mular la encrafa necesaria para sintetizar ATP en la oscuridad. Fn
el caso cn que existe una iluminacibén previa en presencia de PHS
(curva C), se ve que el dafio producido en la membrana persiste du-
rante el resto del proceso y ésta permanece inhibida manteniendo el
mismo valor de actividad remanente, independientemente del tiempo
de incubacibn a la luz en presencia del anibn permeante,
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ACTIVIDAD (n moles ATP/mg Bchl)
N
Q
!

°
°
o4 ° :--_-_'g
10 | i | 1
0.5 1 2

TIEMPO DE ILUMINACION (min.)

Fiqura 26:

Sfntesis oscura de ATP., La concentraciédn de Bchl utilizada es 20uz/
nl, La intensidad de la luz durante la preiluminacibn es de 2.5 x
10° erz/cm2.seg., sobre la superficie de los tubos. La concentracibén
final de PIS usada es de 50 uli, El1 pil durante la etapa luminosa cs
7.7. Todas las dem&s condiciones estéin descriptas en "lMateriales y
118todos". A: En ausencia de PHS durante la preiluminaciédn. B: En
presencia de PiiS durante la preiluminacibén, C: Iluminado 3 minutos
en presencia de PMS previamente a la etapa luminosa.
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3.2, Utilizacibn de valinonicina v Cl1K como entidad neriieznte

; Gromet-Tlhanan y col, (195) demostraron que en nresen-
cla de valinomicina y ClK, la sintesis oscura de ATP puede ser
estimulada mediante dos efectos: cuando valinomicina y ClY son
asrezados sblo en la etapa oscura, estimulan la sintesis de

ATP induciendo solamente un potencial de difusibn de potasio

en la oscuridacd; cuando son anregados en la luz, al potencial
de difusibn de potasio en la oscuridad se le suma un incrcmento
de ApH inducido por la 1luz,

De acuerdo con ésto, utilizando valinomicina y C1¥
para estimular lo sintesis oscura de ATP, se prucba la zccibn
del PliS en la luz sobre la actividad de fosforilacibn obtenida,

En la Tabla X, se pueden ver los resultados obtenidos.

Contrariamente a lo que ocurre con SCHNa, el aaregado
de PMS en la luz en nresencia de valinomicina y Cl¥ no provoca
nincuna inhibicién, aln hasta los 2 minutos de iluminncibn; es
dceir, que la presencia de PIS no tiene ningln efecto sobre la
actividad de fosforilacibn, como se ve comparando las lineas
5y 5. S5in embargo, si se efectia una incubacibn previa de 3
minutos a la luz, en presencia de PIIS pero en ausencia de vali-
nomicina y ClK, se observa una inhibicién de la sintesis de ATP
que sobrepasa el 90%,., Esto indica que la presencia de valinoni-
cina y C1X en la luz tienen un efecto protector sobre la foto-
inhibicibn producida por el PIiS,

También se prueba la accibdn del PiIS en la luz, cuando
la valinomicina y ClK se agregan junto con los sustratos de
fosforilacién (ADP y Pi) en la etapa oscura. En este caso, la
incubacibn en la etapa luminosa se realiza a pH 6.0, Se obser-
va que la presencia de PMS en la luz produce una inhibicién de
aproximadamente 35%, si se la compara con el control sin PIIS,
También en este caso, como en la fosforilacibdn inducida por la
luz, se observa que la presencla de fosfato ofrece una total
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Tebla X

Tfecto de la preiluminacibédn en presencia de PHS sobre la sintesis

oscura de ATP

Adiciones en 1la Tiempo de 1lu-

luz minacién

Val. ¥+ ClK * PiS
Val, + C1K *+ PMS
Val, + C1lK *+ PUS
Val, * C1x +pus
Val, ¥+ ClK + PMS

Val, + C1K

PI15 3 min. luego
Val, + C1K

PIS
Ninguna

Hinguna

PIiS + Pi

10 seg.,

20 seg.,

30 seg.

1l
2

2

min.

min.

min.,

min,

min,

min.

min,

min,

Adicilones en la Actividad
oscuridad nmoles ATP/wip Bechl
ADP + Pi 35.3
ADP + Pi 49,0
ADpP + Pi 63.6
ADP *+ Pi 61.3
ADP + Pi 64,0
ADP + Pi 63.5
ADP + Pi 5,0
ADP 4+ Pi 4
Val.+ ClK 22.8
ADP + Pi 4
Val. + ClK 35.0
ADP + P1i + '
Val, + ClK 4+ PMS 34.6
ADP + Val 4 CIK 36,5

La concentracién de Bchl usada es 20 ug/ml, La concentracibn de PiiS
La concentracibén de Valinomicina usada es 1
Wi y la de ClK de 100 mi, En todos los casos el tiempo de incubacién

utilizada es de 50 Uit

en la oscuridad es dg
es de 2 x 10° erg/cm

30 segundos.

La intensidad de la luz utilizada

.Seg., Sobre la superficie de los tubos.
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4.

4,1.

protecciédn de la inhibicibn cuando esti presente con el Pii5 en
la etapa de incubacibn a la luz,

Eventos moleculares que ocurren en membranas fotoinactivazdas

Fn esta parte, se pone mayor é&nfasis en el estudio de
la naturaleza de las reacciones que conducen a la fotoinactiva-
cibén mediante experimentos de reconstitucibn con membranas no
tratadas y fotoinactivadas para poder determinar de esta manc-
ra, si el sitio de inactivacibdn estid sobre el CF o en alsunn
parte de la membrana unida o relacionada con la ATPasa.

La investigacibn de este problema es de rnucho interés
va que puden obtenerse datos interesantes sobre la naturaleza
del mecanismo por el cual el suministro de enerpgfa a la membra-
na conduce a la fotoinactivacibn y éste, a su vez, dar la clave
de los cambios conformacionales del CF que llevan a la forma-
cién de ATP,

Aislamniento de CF a partir de membranas normales y fotoinacti-

vadas

L.a obtencibn de CF a partir de un polvo acetébnico (CFr-
acetona) de membranas no tratadas, esti descripto en "liateria-
les y Métodos". '

En la Tabla XI se muestra la actividad de ATPasa y la
cantidad de protefna recuperada en cada etapa de purificacibn.

En la Filg. 27 se muestra el perfil de elucibdn a 250 nm

e =l
2+

.del CF y la actividad de ATPasa dependiente de Ca~ , luezo de

la filtracibn en gel a través de una columna de Sepharosa 6B.

2+

Se ve que la actividad de ATPasa dependiente de Ca coincide

con el primer pico de protefna eluido.

El aislamiento del CF por extraccibn con ClLi de mem-—
branas normales (CF-Li) y fotoinactivadas (CF-Lif) est4 des-
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Fi~ure 27:

purificacibn de CEh-acetona. Perfil de elucibén a través de una colun-
na de Sepharosa 6B. Se recogleron firracciones de 2,0 ml cada una, La
actividad. de ATPasa dependiente de Ca2* gse mide en 50 ul de cada
fraccién, incubando 10 minutos a 302C en la mezcla de reaccién co-
rrespondiente. Todas las demis condiciones esti descriptas en "ila-
teriales y HMétodos",
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cripto en "Materiales y Métodos",

TABLA XI

Purificaciédn de CF a partir de un polvo acetbdnico

A'TPasa.
Etapas de Actividad especifica Actividad total Proteina
purificacién (umol¥Pi 1lib,/h.mg prot.) (umol Pi 1lib/h) total
(mr)
Extracto crudo 3.7 640 173
Precip. con
S04 (3H,) 2
30-60% sat. 39 1900 50
Eluido Sepharosa
638 150 1200 8

De los datos de actividad especifica de ATPasa se ve que mediante
este procedimiento se puede alcanzar una purificacién de aproxima-
damente 40 veces.

En general, la inhibicién de las membranas fotoinhibidas que
se¢ utilizan para preparar CF y membrana '"desacoplada" es de 60-=70%
(comprobado experimentalmente midiendo fotofosforilacibn en una
alfcuota con 10 g Bchl/ml y tomando como control, la misma canti-
dad de membrana pero preincubada el mismo tiempo en la oscuridad).
La suspensibén de membrana inhibida asf obtenida, se centrifuga y
resuspende en un volumen adecuado til para preparar membrana "desa-
coplada" y CF como esti descripto en "lMateriales y étodos".

En la Tabla XII se muestran las actividades especificas de
reconstitucibdn y la protefna total recuperada en las diferentes eta-
pas de purificacibén de CF obtenidos a partir de membranas normales
y fotoinhibidas.

Se ve que con la seggnda precipitacibn con SO4(NH4)2 (entre
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Tabla XII

Purificacién de CF a partir de una extracciédn con ClLi

"Etapas de Actividad esp. Act, total de Protefna Actividad
purificacién de reconstitucibén reconstitucibén total ATPasa
(unidades reacople) Unid. Rend., (mg) molPi/h.ma Prot
umg proteina reacople %

¥Membrzaznas normales

Extracto )

crudo 18 710 100 40 -
Precip.

S.A. 30-60% 50 600 84 12 9.8

embranas inactivadas

Extracto
crudo 17.3 235 100 13.5 -
Precip. .
S.A. 30-60% 47.6 200. 85 4,2 10,5

Una unidad de reacople es la que reconstituye el 50% de la actividad
de fotofosforilacibdn cuando a cromatbéforos "desacoplados" se les
adiciona CF como esti descripto en "Materiales y Métodos",

En ambas preparaciones "extracto crudo" es el obtenido por precipi-
tacibn. con sulfato de amonio al 60% de saturacibn.
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30-60% de saturacién) la enzima se ha purificado aproximadamente tres
veces con respecto al extracto crudo, .teniendo en cuenta la activi-
dad especifica de reconstitucidn y el rendimiento obtenido en acti-
vidad total de reconstitucibn (de un 85% con respecto al extracto cru-
do, tomado como 100% para ambas precipitaciones.

A la preparaciédn de CF obtenido de membranas.normales se la
somete a una filtracibn eun gel a través de Sepharosa 6B,

En la Fig, 28 se observa el perfil de absorbancia a 280 nm,
la actividad de ATPasza dependiente de Ca2+ para el CF libre, la ac-
tividad de ATPasa reacoplada dependiente de Mg2+ Yy la actividad de
fotofosforilacién en las membranas reconstituidas en funcién del

namero de fracciones.

Se observa que, mientras la actividad de ATPasa reacoplada
y la actividad de fotofosforilacibn son coincidentes, la actividad
de ATPasa libre esti desplazada hacia la regibén de pesos moleculares
menores y distribuida en m&s de un pico, ninguno de los cuales coin-
cide con las actividades antes mencionadas.

Con el fin de calcular el PM del complejo ATPasa que restau-
ra la actividad de fotofosforilacién, se calibra la columna de Sepha-
rosa 6B con las siguientes protefnas puras de PIM conocido: xantina
oxidasa (PM: 290.000 D), Tiroglobulina (PM: 480.000 D) yyglobulina
‘humana (PM: 160,000 D). La curva de calibracibén obtenida se muestra
en la Fig, 29. De acuerdo con este grifico el PM calculado para el
comnlejo resulta ser 275, 000 - 5, OOO D, mientras que para la acti-
vidad de ATPasa dependiente de Ca los valores de PM para dos de sus
~picos son 240,000 ¥ 5,000 y 160,000 ¥ 5,000 D y el tercero no resuel-
to por esta columna tendrfa un PM menor de 120,000 D, '

La actividad de ATPasa dependiente de Ca2+

cibén de CF, obtenido a partir de membranas normales, es de 10-15

para la prepara-

wmoles de Pi hidrolizado/h.mg protefina. Cuando esta misma prepara-
cién se reacopla a una membrana "desacoplada", se restablece la ac-
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Ticyura 20t

curva de calibracién de una columna de Sepharosa 6B con protefnas
puras de peso molecular conocido. Vo se midi6 usando blue dextran

y Vt usando asua tritiada. Tiroglobulina (PM: 480,000 D), Xantina

" oxidasa (290,000 D) y yzlobulina humana (PM: 160.000 D) son los
standards utilizados. :
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4.-20

2+
tividad de ATPasa dependiente de g (60-80 moles Pi hidroliza-

do/m7 Behl) en las membranas reconstituidas y, ademés, 1o activi-

dad de fotofosforilacibn en un 80-90) con respecto al control.

Es importante recordar que esta preparacibn de CF-ILi sc
obtuvo sipuiendo el procedimiento descripto por Gromet-Elhanan
para R. rubrum (1386, 196, 197); sin embargo, ella no dectecta ac-
tividad de ATPasa dependicente de Ca2+ en sus preparaciones de CF
libre y esta diferencia no puede ser atribuida al procedimiento
de obtencibn.

Alnmnos estudios de caractcrizacibn de los Ci aislados

De acuerdo con los trabajos de Johansson (195), el CF ob-
tenido a partir de un polvo acetédnico de membranas aconladas nre-
senta 5 subunidades, cuyos pesos moleculares deterninados nor é1
son: 54,000 (@), 50,000 (B), 32,000 (Y),-12,000 (8) v 7.500 (€),
Por otro lado, Gromect-Elhanan (197) ha publicado los sinsuicntes
pesos moleculares: 59,000 (), 56,000 (B), 37.000 (Y) v 17.500
(6), para CF aislado a partir de un polvo acetdnico., Ademés, ha
descripto un método (196 - 197) por extracciébn con ClLi 2% median-
te el cual aisla solamente la subunidad B.

Para investizar si la fotoinhibicidn de la nenmbrana se
traduce en alounas diferenclas de sus CF que justifiquen su coni=~
portamiento, se cstudia sus composiciones proteicas a través de
seles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes,

Yn la Iic, 30 se muestran los trazados de absorbancia o
560 nm, en funclbn de la distancla de migracién para: a) CF obtc-
nido a partir de un polvo acetbénico de membranas normales, b)_y
c) CF aislado por extraccién con CllLi de membranas normales y fo-
toinactivadas respectivamente, ambas resultantes de una precipi-
tacibn fraccionada con 504 (NH4)2.

En a) se observa la presencia de 4 bandas proteicas
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ABSORBANCIA 540nm

| 1 1 i I

1 2 3 4 5 6 7 8
MIGRACION (cm)

'i~ura 30:

Perfil de absorbancia a 540 nn en funcibdn de la distanciza “e migra-
cibn de una electroforesis en gel de poliacrilomida. a) CF-acetona
(10 y 100 ug de protefna/gel), b) CF-Li ohtenido de membranas nor-
males (10 pg de protefna /gel), c¢) CF=1i obtenido de membranas fo=-
toinhibidas (10 ug de protefna/gel).
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cuando se corren en cada gel cantidades relativamente grandes de nro-
tefna. (100 Ug)'mientras que, utilizando cantidades sustancialmente
menores, la banda de menor movilidad se resuelve en 2 bandas pero

en este caso las 2 ltimas (mayor movilidad) no se detectan,

Comparando con el perfil obtenido por Johansson (193), es
posible identificar las bandas mencionadas como a, B,y ,8 , Ve .

Fn b) se puede ver la presencia de 2 bandas principales cuya
movilidad electroforética es igual a la de las bandas o y B del per-
fil a) y algunas bandas de mayor migracién electroforética, pcro
significativamente dc menor importancia. En ¢) se detectan 3 bandas
proteicas principales cuyas velocidades de migracién permiten iden-
tificarlas como a, B Y Y.

Es muy importante destacar que esta banda ¢ siempre esti
ausente en las preparaciones de CF-L1 obtenidas de membranas norma-

les.

Para deferminar el PM de cada una de las subunidades del CF,
se calibra el el con proteinas de PH conocido,

En la Fig. 31 se muestra la curva de calibracién obtenida
y,de acuerdo con ella,los Pi calculados son 59.500 ¥ 1000 D paraa ;
54.000 * 1000 D para 8; 37.000 # 1000 D para Y y 18.000 % 1000 D para
6, Comparando las Fip, 30 b y ¢ es posible deducir que, aln utilizan-
do el mismo procedimiento de extracecibn (ClLi 2M), las subunidades
que se extraen de membranasnormales o0 fotoinhibidas son diferentes;
as{ como también la cantidad relativa de @ con respecto a 8 es dife-

rente en ambas preparaciones, lo que indicarfa la existencia de can-

bios conformacionales producidos por la luz en presencia de PII3,

En la Fig. 32 se muestra la composicién proteica de algunas
de las fracciones obtenidas luego de una filtracibn en gel a través
de una columna de Sepharosa 6B, para la preparacién de CF-li aislada
de membranas normales (cuya representacién se ve en la Fig. 28). Se
observa que las bandas avy B est&n presentes en todas las fracciones
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PESO MOLECULAR (x10%)
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e seroalbumina
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e _ovoalbumina
4
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1 3 5 7

MIGRACION (cm)

Fi~ura 31:

Curva de calibracibdn de una electroforesis en gel de poliacrilamide,
Los standards utilizados son: seroalbimina (P/i: 68.000 D), ovoalbfi~
mina (PM: 45,000 D), quimotripsinbgeno A (PM: 25,000 D) y citocromo
c (12,500 D).
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ABSORBANCIA 540 nm
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MIGRACION (cm) :

Ficure 32

parfil de absorbancia a 540 nm en funcibn de la distancia de mifgra-
cién de una electroforesis en gel cde poliacrilanida de algunes frac-
ciones de la columne de Sepharosa 6B mostrada en la Tig, 23, para la
preparacién de CF-Li aislado de membranas nornales, a) fraccibén nii-
mero 25 (10 wr nrotefna/gel), b) fraccién nimero 26 (10 Uz nroteinz/
acl), ¢) fraccibn nfmero 28 (10ug protefna/gel) y d) fraccibén nfine-
ro 32 (8 ug protefna/ael).
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analizadas; sin embargo, se nota una tendencla a aumentar la relacibn
a/ B hacia las regiones donde la actividad de reconstitucién de la
fotofosforilacibn es mAxima y a decrecer en las demis zonas., Las re-
laciones d/s nedidas son las siguientes: fraccidn 25: 1,1, fracecibn
26: 1,6, fraccibn 28: 0,98, fraccibdn 32: 0.98.

Ademds de las diferencias encontradas en composicibén protei-
ca cntre ambos CF-Li (obtenidos de membranas normales y fotoinhibi-
das), es importante tamhién investigar sus comportamientos cuando
se los reacopla con membranas previamente desacopladas, preparadas
a partir de membranas normales y fotoinactivadas.

En todos los experimentos de reconstitucibén de la fotofbs-
forilacibn se busca la cantidad de CF (en yg) necesaria para saturar
toda la membrana presente y, de esta manera, obtener el valor miximo
de actividad, para lo cual se mide la actividad de fotofosforilacién
luego de reconstituir el sistema con cantidades variables de CF y
la misme cantidad de membrana desacoplada.

En la Tabla XIII se muestran los resultados de reconstitu-
cibn de la actividad de fotofosforilacibn que se obtiene en experi-
mentos de este tipo. Se puede ver que la fotoinhibicibén de la mem-
brana por PMS produce, luego de la extraceidn con Clli, una membrana
desacoplada que no reconstituye la actividad de fotofosforilacién
cuando se le egrega CF, alslado por extraccidn con Clli, de una pre-
paracibn de membrana acoplada tanto normal como fotoinhibida.,

Por otro lado, el CF extraldo de membranas fotoinhibidas es
tan activo en reconstituir la actividad de fotofosforilacibdn de una
membrana desacoplada, como el aislado de una membrana normal.

Con respecto al CF-acetona, su comportamiento es diferente
ya que no reconstituye la actividad de fotofosforilacibdn cuando se
lo reacopla tanto a Md como a Mdf. Es probable que ¢stas membranas
desacopladas (extraldas con ClLi 2M) no tengan la estructura adecua-
da necesaria para unir CF-acetona que contiene la 5 subunidades o
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Tabla XIII

Reconstituciédn de la fotofosforilacibn

Componentes presentes Actividad en membranas reacopladas

durante la reconstitucibn (uymoles de ATP/h.mg Bechl)

Md * CF-lLi 440
a + CF-Lif 485
Md& * CF-acetona 91
Md . + CF-Li 95
14 . + CF-1,

Mdf Cr Iif 105
Md *+ CF-acetona 90

La octividad de fotofosforilacibn remanente en las membranas desa-
copladas Iid y Md,. es entre 30 v 32 HWuoles ATP/h.mg Bchl.

M@ y lide ¢ Yembranas desacopladas obtenidas a partir de una prepa-
racién de membranas acoplada no tratada y fotoinhibida respectiva-
mente,

CF-11 y CF=Lip ¢ CF aislados (por extracecibn con CllLi) a partir de
una preparacidn de membrana acoplada no tratada y fotoinhibida, reo-
pectivamente.

CF-ncetona: CF aislado a partir de un polvo acetbédnico de membranas
normales. ' B

La concentraciédn de Bchl utilizada es de 10,18 por tubo. La activi-
dad de fotofosforilacibn se midid luego de un minuto de incubacibn.
Las concentraciones de Cf-Li, CF=-Ilis y CF-acetona utilizadas son de
40, 42 y 100 yg por tubo, respectivamente., Todas las dem&s condi-
ciones utilizadas en la reconstitucibén y fotofosforilaci6n son las
descriptas en "Materiales y Mé&todos".

N\
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que esta preparacibn cruda de CF-acetona contenfga alguna protcfna

que resulte inhibitoria para su reasociacibn a la membrana.

Usando el método descripto por Johansson (48) para nreparar
membranas desacopladas por cortos tiempos de sonicacibén en nresencia
de TDTA 1 mM, se tratd de desacoplar membranas de R. rubrui obte-
niéndose un porcentaje de actividad remanente de aproximadamente
70% con respecto a 1la agoplada, lo cual demuestra un desacople muy
deficiente y, por lo tanto, esta preparacién no es Gtil como membra-

na desacoplada.

Para confirmar los resultados de la Tabhla XIIX, se llcvd a
cabo un experimento en el cual membranas normales o fotoilnactivaras
desacopladas se reconstituyeron con CF=Li y CF-acetona obtcnidos e
membranas normales, utilizando una concentracibén de protefna de CFr
apenas superior a la nccesaria para obtener la mixima actividad de
fotofosforilacibn. luego del reacople, las membranas se centrifuaan
y se determina la cantidad de proteina de CF remanente en el sobre-
nadante, concentrindolo previamente a un volumen adecuado.

La Tabla XIV muestra los resultados obtenidos. Se ve que en
todos los casos entre el 60 y 70% de la protefna se une a las nen-
branas desacopladas y, sl se comparan estos con los de la Tabla XIII,
se deduce que la falta de reconstitucibn de la fotofosforilacibén obh-

servada no es debida a una carencia de unibn, sino mis vale a una

unidén no adecuada.

Por Gltimo, se ha medido el efecto que tiene la preilumina-
cibn, en presencia de PMS, sobre el proceso de reconstitucién de la
fotofosforilacibn,

En la Tabla XV se muestran los resultados obtenidos. Se ob-
serva que la inhibicién que se produce por preincubacibébn a la luz,
en presencia de PMS, es independiente del agregado de CF durante la
preiluminacién (lfineas 1, 2, 4, 6, 8 y 10).
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Tabla XIV

Reacople entre diferentes CF y membranas normales vy fotoinhibidas

N

N

N

Comporientes presentes Protefna total Protefna total Proteing\\

durante la reconstitucién utilizada recuperada reacqplada.\\
( 2) ( 2) (53) “\
Md + CF-1i 120 48 - 6O
Mdf + CF-Li 120 39 68
Md + CF-acetona 300 120 60
Md + CF-acetona 300 124 59

La cantidad de Bchl de cada membrana desacoplada utilizada es de
30 yg. Las condiciones de reconstitucién seguidas son las descrip-
tas en "Materiales y Métodos", s61lo que la reaccldn se hace en un
volumen tres veces superior al habitual.
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Tabla XV

Efecto de la preiluminacién sobre el proceso de reconstitucién

Condiciones durante Actividad de fotofosforilacibn
la reconstitucibn (ymoles ATP/h.mg Bchl)

Md 2 min., luz

luego CF 6 min. osc. 108
Md + CF 2 min. luz 110
Md + CI' 2 min. osc.. 171
Md + CF 4 min. osc,.

luepgo 2 min. luz 115
Md ¢+ CF 6 min. 0sc. 280
Md + CIF 6 min. osc.

luego 2 min, luz 103
Md 4+ CIF 8 min, osc. 294
Md + CI'F 8 min, osc. _

luego 2 min, luz 104
Md ¢+ Cr 10 mino OSC, 297
Md + CF 10 min. osc.

luego 2 min. luz 107
Ma + CF 12 min. osc, 313

La actividad remanente en las membranas desacopladas es entre 30 y
32 ¥nol ATP/h.mg Bechl., La concentracién de Bchl utilizada es de 10
Hg/tubo., La actividad de fotofosforilacibén se mide luego de 1 minu-
to de incubacién. La concentracién de CF utilizada es 40 yg de pro-
tefna/tubo. Ild: membrana desacoplada obtenida a partir de membranas
normales. CF: CF aislado por extraccibén con ClLi a partir de una

preparacién de membranas normales. Todas las demis condiciones uti- "

lizadas en la reconstitucibn y fotofosforilacibdn estén descriptas
en "llateriales y Mé&todos".
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Mecanismo de la fotofosforilacibdn e inhihicibdn por PIIS

En la primera parte de esta investigacibén, se midieron algu-
nos parfmetros Gtiles para caracterizar la reacciébn de fotofosfori-
lacibén en bacterias fotosintéticas, particularmente en Rhodospirillunm

rubrum.

En fosforilacidn oxidativa mitocondrial, Ozawa (199 - 200)
sugiribd que el AMP podrifa participar en el mecanismo de formacibn
de ATP, Sin embargo, 1Hill y Boyer (141) no encontraron ninguna evi-
dencia que permitiera considerar al AMP como aceptor inicial de fos-
fato.

Por otro lado, Roy y lloudrianakis (100) trabajando con CF
aislado de cloroplastos postularon que el AliP es el compuesto ini-
cialmente fosforilado en la luz. Contrariamente, Smith y col. (139)
estudiando la cinética de los eventos iniciales en la sintesis de
ADP y ATP, demostraron que en cloroplastos el ADP es el primer nucle-
6tido que acepta una molécula de fosfato, Estos resultados son con-
firmados por Aflalo y col. (94).

Por filtimo, en bacterias fotosintéticas, Yamamoto y col.
(138) y lutz y col, (168) mencionaron como posibles participantes
en la fosforilacién a adenil-nuclebdtidos unidos a membrana que, in-
terviniendo entre otras posibilidades en reacciones de transfosfori-
lacibn, conducirfan finalmente a la formacéibdn de ATP,

Los resultados presentados en esta investigacibén, donde se
analizan los productos obtenidos en la reaccibdn de fotofosforilacibn
32P y ADP (Fiz, 16 y 17), podrf{an
-ser Interpretados por cualquiera de los mecanismos propuestos. Es

cuondo se utilizan como sustratos

decir, la presencila de Y32P-ATP, detectada como producto principal
32P al ADP para
dar ATP o b) como resultante de un mecanismo en el cual, entre otras

se podria explicar: a) como una adicién directa del
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reacciones, se menciona una transfosforilacién entre ADP unido y 1i-
bre, de acuerdo con el siguiente esquema:

Ampb + 32?1 — 332P—ADPb
32
g P-ADP, == ADP.

p-ADP, * ADP

32 . |
g . . 3PP_ATP + AP

b

Donde los sufijos b y £ se utilizan para designar los nuclebtidos
unidos y libres, respectivamente,

Para dilucidar entre estas dos alternativas es que se llevb
2 cabo la reaccibn de fotofosforilacibn utilizando como sustratos

832P-ADP y Pi no marcado,

Los resultados (Fig, 19) mostraron que un 90% de la radiosc-

tividad se incorpora al fosfato en posicién g del ATP cuando se lo
expone a la accibdn de la hexoquinasa,

Este alto porcentaje de marcacidén B del ATP sblo puede exnli-
carse cnnsiderando una adicibn directa del fosfato al ADP ya que te-
niendo en cuenta el otro mecanismo mencionado, deberfa haberse obte-
nido una proporcién mayor de radioactividad en la Glu-6P (es decir,
en posicibén Yy del ATP). E1l 10% de la marcacibn detectada en la Glu-

6P podri{a ser explicado a través de reacciones de intercambio entre
832 32

732

P-ADP y Pi sin marcar, para dar
P-ATP.

Pi y ADP y, por consigulente,

En cuanto a los resultados presentados en los estudios de
caracterizacibn de la reaccién de fotofosforilacibn, es interesante
mencionar 1la disminuéi6n de actividad que se obtiene al aumentar la
concentracion de Bechl (Fig, 8). Esta disminucibdn se debe probable-~
mente a que, aunque se utilizan condiciones de luz saturantes, cuan-
do la concentracién de Bchl aumenta por sobre un cierto valor, la
intensidad de luz en la zona interna del tubo es mucho menor que 1lg

de la periferia. Esto evidentemente disminuiri la eficiencia de foto-
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fosforilacién. Esto se comprueba simplemente proveyendo agitacidn
eficiente durante la iluminacibn, lo que aumenta la intensidad de
iluminacibn del conjunto total de moléculas de Bchl.

Si se compara la cinética de fotofosforilacibén utilizando
ADP exbgeno (Fig. 9) con la que se obtiene a través del ADP unido
a nembrana (Fig, 10) (sin agregado de ADP), se ve que la velocidad
inicial de esta Gltima es mucho menor y esto es debido simplemente -
a una concentracién muy baja de enzima activa (complejo entre CT y
ADP) en el estado estacionario. Resultados semejantes a estos fueron
publicados por Shavit y col. (201) quienes caracterizaron la cinéti-
ca de las reacciones de fotofosforilacibén de ADP unido a membrana
v libre, utilizando tiempos muy cortos (» 30 m seg.) de luz saturani

te, \\

llediante la determinacién del Km (Fig. 11) (para la rcaccibn \\
de fosforilacién con ADP exbaeno), se pudo comprobar que el incremen-—
to en velocidad de fosforilacidn que se observa aumentando la con-
centracién de ADP en el medio sigue el comportamiento usual de
Michaelis-Menten. Es decir, la ausencia de un efecto cooperativo po-
sitivo parece descartar un cambio en la unidén o liberacibdn de nucleb-
tidos unidos a membrana, con la consecuente modificaciédn de la velo-

cidad de fosforilacibn. -

Es conocido que las ATPasa de cloroplastos, mitocondrias y
bacterlas tienen propiedades estructurales y funcionales comunes
(202, 203).

Actualmente hay un acuerdo casi general en considerar que
los cambios conformacionales en esta enzima son esenciales para ex-
plicar su accibn catalfitica (151, 171, 204, 205).

Sin embargo, Mitchell (10, 165, 206, 207) y Williams (146,
167) sostienen que el gradiénte de protones o una alta concentracién
local de protones son los principales causantes de la sfntesis de
ATP, mientras que los cambios conformacionales tienen, para ellos,
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efectos secundarios.

Slooten y col. (181) han descripto el fenbmeno de la fotoin-
hibicibn de la fotofosforilacidn por PMS, como producido por un cam-
bio conformacional dependiente de energfa que es responsable de lg
fotoinactivacibén, o de la fotofosforilacibn cuando estén presentes
ADP v Pi1,

Los resultados presentados aquf indican que esta fotoinac-
tivacibén por PMS parece ser producida por una acﬁmulacién excesiva
de una forma de la membrana con alto contenido enernético, ya que
reacciones que consumen energfa.(aparte de la fotofosforila&i6n)
también protegen contra la fotoinhibicidn, Este es el caso de la
reduccién dependiente de energfa de NAD* en presencia de succinato.

Es interesante destécar que, mientras la reducciébn de HAD'
derendiente de la luz sblo se inhibe un 50% cuando las membranas se
preiluminan en presencia de PIIS, lz reaccidn dependiente de ATP se
inhibe un 100% (Tabla II) indicando que no se acumula energfa nro-
veniente de ATP. Asf, el candidato mé&s probahlemente responsable
de la fotoinactivacibn observada, serfa el complejo ATPasa. Sin
embargd, estos experimentos no son suficientes para discernir si lo
que se inhibe es el componente CF o la porcién de la membrana a la
cual estid unido. Algunos resultados que se discutirin mis adelante
darin alguna evidencia sobre este punto.

En la Tabla III se ve el efecto que tiene el NAD* y el succi-
nato sobre la fotoinhibicbdn de la fotofosforilacibn. En presencia
de estos sustratos se detecta una inhibicibn de s6lo un 169 cuando
la preiluminacibén se lleva a cabo en presencia de PiS, NAD* y succi-
nato. En el control, en el cual NAD* no estf presente durante la pre-
iluminacién, se observa una inhibicibén de alrededor del 50%. Mo hay
argumentos plausibles que expliquen estos resultados, ya que es par-
ticularmente diffcil entender la inhibicibén transitoria de la foto-
fosforilacibén en las muestras preiluminadas que contienen NAD' y
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succinato y su retorno a valores normales luego de la centrifurncién
(Tabla III, lineas 4 y 8).

Se nodrfa considerar que existe més de una configuracibn in-
voluerada en los cambios conformacionales dependientes de cneraia;
alpunas de éstas nodrfan tener un complejo ATPasa inhibido. Sin cn=-
bar~o, estas configuraciones serfan aln canaces de volver a su cata-
do orircinal mantenicndo intacta su canacidad para ser carrnda enerné-
ticamente otra vez por la luz, Con respecto a esto, Ryrie v Janmendorr
(151, 208) han demostrado que la presencia de ADP y Pi inhibe el
intercambio de tritio inducido por la luz, en cloroplastos. Esto no-
dria indicar que diferentes tamafios o bien diferentes partes de la\x
molécula de CF estarfan expuestas al intercambio de tritio en ausen- \\

N
~

cia o en presencla de los sustratos de fosforilacibn. Esto provec

un ejemnlo claro de la posibilidad de que existan difercntes confi-

guraciones del CF en cloroplastos. De acuerdo con esto, se puede su-
poner que en mnicroorganismos fotosintéticos debe producirsc una no-

.dificacldén similar en la configuracidn del CF cuando se somete la

membrana a estimulos similares.

Asi, es evidente que el sistema de fotoinactivacibn descrin-
to aoufl podrfa ser usado para dilucidar cambios conformacionales de-

pendientes de energia.

En cuanto a la posible proteccibn ejercida por cada uno de
los sustratos y productos de la fosforilacibdn sobre el fenbmeno de
fotoinactivacibn, se observa que el porcentaje de inhibieibn quec se
ohtiene es cl mismo, independientemente de que ADP, Pi o N32+(Tablns
I v IV) estén ausentes o no durante la preiluminacién en presencia
de PiIS, lo que indica que ninguno de estos compuestos ofrece una
proteccibn apreciable contra la fotoinhibicién. Asimismo, ni ATP ni
AP (Tabla IV) ofrecen ning@n efecto protector, Esto indica que, en
estas condiciones experimentales, los efectos alostéricos ejercidos
por los sustratos de fosforilacibén o por el ATP sobre el CF no influ-

yen sobre el fenbmeno de fotoinactivaciébn. Estos resultados estén
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totalmente de acuerdo con los publicados nor Slooten y col. (18l).
Sin embargb, existen algunas diferencias entre estos datos v los pu-
blicados por Baccarini-llelandri y col. (209) sobre fotoinactivacibn
de CF en cromat6foros y por otros investigadores, en cloroplastos
(173 - 180, 210 - 212),

*1 hecho de que no hayafotoinhibicibn bajo condiciones de
fosforilacibn podrfa explicarse teniendo en cuenta que el "turn-over"
del CF evita la acwiulacibdn de los intermediarios requeridos nara
la fotoinactivacibn, impidiendo de esta manera su "congelacién" en
una estructura cargada energéticamente que, a su vez, es inactiva.

nfecto del pll y de sustancias cue afectan Ay o A plH sobre la fotoin-
hibicibn

De acuerdo con los resultados de leiser y col. (64) v tenien-
do en cuenta los componentes AY y ApH de la pmf, es decir, de la\
fuerza conductora de la sintesis de ATP; es interesante ver si ld\\
modificacibén relativa de ambos componentes produce algln efecto sob}f
la fotoinhibicédn provocada por el P:S, Se sabe (64) que en condicio-
nes norrales el &Y da cuenta de un 43 a un 4%% de la pmf, corresnon-
diendo el 57 al 55% restante al 4 pll. Estas cantidades relativas pue-
den ser nodificadas mediante el agregado de iones perneantes. Asi,
la adicidbn de tiocilanato de sodio reduce el valor de A8Y aumentando
considerablemente el del ApH, de esta manera el AY contribuye con
s6lo un 1075 a la npmf total. El cloruro de amonio .actla de mancra
opucsta, incrementando el & vy reduciendo el ApH a valores cercanos
2 cero, La adicién de cloruro de sodio induce una pequefia disininucién
del Av_y también, consecuentemente, un pequerfio aumento en el A pU,
de manera qﬁe el valor de pmf permanece inalterado, mientras que 1la
adicibn de tiocianato de sodio y cloruro de amonio disminuyen su va-
lor en un 15 = 20%,

Los resultados presentados en la Tabla V, donde se observa
que la preiluminacibn de los cromatéforos en presencia de PilS y clo-
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ruro de amonio o tiocianato de sodio produce una inhibicibn apro-
ximadamente un 207 menor que en ausencla de estas sales, pordrisn

scr explicados teniendo en cucnta lo dicho anteriormente, Fs declir,
aue la adicibn de cloruro de amonio o tiocianato de sodio deccrecen
la niaf haciendo que se nroduzca una menor acumulacibn de enersia v,
consecuentenente, una menor fotoinhihicibn por PiS, TLos datos ohte~
nidos con cloruro de sodio (donde su presencila durante la vrellumi-
nacibén no altera el porcentaje de inhibicibén obtenido en su ausenciz)
también nucden ser exnlicados siyuiendo el mismo razonamiento.

De esta forma, es claro que la luz en presencia de P''S es
la Gnica condicibén capaz de inducir en la membrana una carnca cnernb-
ticn lo suficientemente grande vy, tal vez, un cambio conformacional
del CT que facilita la inhibicibn nor PilS. Sin embarpo,.estos resul-
tados no prucban que la Gnica causa para la inhibicibdn por PNS sea
un cambio estructural en la proteina del CF,

Otra manera de saber si la composicibédn de la forma encroéti-
camnente carpada de la membrana esti relacionada a su sensibilidaa
a la Tfotoinhibicbn por PliS, es investipgar la capacidad de esta susi\

\
tancia para inhibir una membrana a la que se le ha suministrado ener<
nfa luminosa, bajo condiciones tales que favorezcan la nroduccibn %
de los componentes AY o ApH en la sintesis oscura de ATP. %

%

Lid

Por los resultados presentados (Tebla X y Fis, 25) se ve que

la preiluminacién con PUS, cuando se usa tiocianato de sodio como
anién permeante, produce una fuerte inhibicibén mientras que ésta no
se detecta al usarse valinomicina y cloruro de potasio, a menos que
previamente se la ilumine en presencla de PHKS,

No existe ninguna razbén obvia que permita explicar esta di=-
ferenclia, ya que hajo ambas condiciones se produce una estimulaciébn
de la captura de protones (177, 195) como consecuencia de la capaci-
dad de estas sustancias para disminuir el potencial de membrana. Sin
embargo, ambas estimulan la sintesis oscura de ATP (77, 195).



Cuando la valinomicina y el cloruro de potasio se agreesan
en la sezunda ctapa (oscuridad), induciendo de esta ranera un noten-
cial de difusibn de potasio (185), se observa nuevancnite una inhi-
bicibén de la sintesis dscura de ATP cuando las membranas se preilu-
minan a pH 6,0 en presencia de PiIS,

l.os resultados presentados acuf y los mostrados por Slooten
y col, (121) indican que la preiluminecién en presenciz de ™S inhi-
be nrobablemente el proceso de transfercencia de enersia; azf, 1a
narcada diferencia que existe entre tiocianato de sodio + 'S v vn-
linoricina v clororuro de potasio + P.S se puede interpretar consi-
derando aque, aunque el suninistro de enerpfa bajo ambas condiciones
da como0 resultado un valor de pmf similar, la combinacibn de los
comnonentes &Y v Ap!l es diferente. Gromet-Flhanan (77, 195) ha de-
mostrado que cuando se usa valinoinicina y cloruro de potasio en 1la
luz, al efecto deld pHd inducido por la luz se le suma el efecto del
potenclial de difusién de potasio en oscuridad; en cambio, en presen-
cla de tiocianato de sodio la pnf es casi totalmente el resultado
de un 8p!l inducido por la luz. También es importanie recordar que
el vzlor de pmf producido en presencia de valinomicina y cloruro de
potasio es menor que el medido en presencia de otros aniones lipofi-
licos (213, 214), Asf, el término -z ApH no compensa en valor de ou?
debido a un menor transporte de electrones producido por el p!l bajo
(pH:G.O). Entonces, si la cantidad de inhibicién producida por PVS
es directamente provorcional a la cantidad de enersfa suministrada
a la membrana, es lépico esperar que en presencia de valinomicina
v cloruro de potasio se produzca una inhibicibn menor,

Para investipgar mis a fondo el efecto que un pH bajo produce
sobre la fotoinhibicibn es que se ha medido la inhibicibn producida
por P!'S cn la luz, a diferentes pH, midiendo la actividad de fotofos-
forilacibn a pH 8.0. Se observa que la preincubacién de las meabranas
a pi 6.0 en presencia de PHS pero en ausencia de fosfato produce una
inhibicién de la fotofosforilacibédn similar a la que se obticne a pH

- 128 =



altos, mientras que la adicibn de fosfato 2 mli protece contra esta
inhibicibn cuando el tratamiento se hace a pHY bajos (¥is, 23) y
este cfecto se ve reflejado cn un cambio en la cinética Ac la foto-
inhihicibén. Acui se observa que para tiempos de pnreiluminaciédn dc
entre 3 y 5 minutos ambas curvas se superponen y la inhibicibén que
s¢ nroduce en presencia o en a2usencia de fosfato es pricticamente

12 misna.

Bstos resultados se pueden exnlicar considerando que el P°¢
produce vn cembio conformacional del complejo fosforilante. Tste
cambio conformacional ocurriria durante la prciluminacibédn en presen=-
cls de PIS, produciendo un cambio irreversible en la estructura el
corplejo. iTo obatente, estos datos por sf solos no nerniten concluir
que la protefna del CF esté directcmente involucrada en cl canbio
estructural v, tol coro se¢ mencioné anteriormente, ecitisten otras
opciones, entrc las cuales la inhibicidén por distorsibn conTornrcio-
nal de la re~idn de la membrana cercena al sitio de unién del CF no

es 12enos importante.

Fl cfecto protector del fosfato ¥y el pH bajo (TFis, 21) no-
drfsn ser el resultado de una modificacidn transitoria de una o :4s
proteinas involucradas en el proceso., Lsto podria reflejar una crr~a
encirrética deficiente de la memhrana dehido a un transporte de elce-
tronesdisminuido y, consecuentemente, un cambio conformacionzl difc-—

rentc,

Sin embarco, es intercsante rccalcar que el efecto protector
del fosfato no puedec ser obtenido reemplazindolo nor une cantidad
equivalcente de sales de tal forma de incrementar nronorcionalmente
la fuerza ibnica de la mezcla de reacciébn.

Para cntender mejor este efecto se ha estudiado 1la posibili-
dad dec revertir la fotoinhibicédn, cambiando el p!l en la oscuridad
luecao de nreiluminar las membranas a diferentes pH en presencia de
PI1S (Tahla VIII). Se ve que un cambio en el pH de 5.0 a 8.0 en 1la
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oscuridad despnués de una preiluminacibn a p!l 5.0 cs suficiente nara
provocar inhibicibn, esto indica que la estructura fotoinhibida se
produce durante el salto de pnll de valores bajos (pil:5.0) a altos
(pH:8.0), Esto indica claramente que la causa directa de la menor
inhibicidén no es un transportec de electrones disminuicdo, debido al
ril bhajo, ya que el estado innihido fue provocado en la oscuridad
por el salto dec pH inmediatamente después de que se ha comnletacdo
la preiluminacién a pH bajo.

También se ha medido (Tabla IX) la inhibicién producida,
suninistrando encrpgfa mediante un salto de p!l totalmente en 1ln oscu-
ridad., Se observa que cuando se haja ¢l pil ¥ se mide la fotofosfo-
rilacibén a p!l 8.0, nara poder detectar alguna inhibicibdn es nccesn=-
rio alcanzar un cierto nivel de ApH. Asf, un valor de A pil de 2.3
unidades produce una inhibicibén que alcanza el 36/, Es tentador con-
parar criticamente este resultado con el obtenido por Gromeit-llhonen
(77) en cromnatbforos de esta misma bacteria en la que se determina

un valor sinilar,

Por otro lado, en cloroplastos se puede inducir la sfinteszis
de ATP a partir de ADP y Pi en total oscuridad, imponiéndole un 45,
mientras que en cromatbéforos, una transicibén 4cido=base s0la no pro-
duce sintesis de ATP a menos que se use una fuente adicional de cner-
zla (215) para el "punto de cambio" por encima del cual se observa
fotofosforilacibn.

Aunque el experimento mostrado en la Tabla IX significa una
transicién base-icido, parece producir una inhibicién similar a la
inducida por PiiS en la luz. La explicacidn de esta inhibicibn no es
sencilla ya que bajo estas condiciones no puede ocurrir una acunule-
cién de protones adentro del cromatéforo ni se puede establecer un
Apil; por lo tanto, 1la mémbrana no se carga energéticamente cono lo
harfa en la luz.

Sin embargo, sl se equilibran los protones mediante el uso
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de un desacoplante, el resultado es una membrana no inhibida (Tabla
vViI).

¥n relacibn a2 esto, también se ha medido el efecto de 1a
prelluminacién en presencia de F=CCp sobre la actividad de ATPasa
inducida nor rlesacoplantes nara conpararla, en un cxperinento nara-
lelo, con lo cue ocurre con la fotofosforilacibdbn (Tehla YII), Se ve
que ﬁicntras a ATPasa activada por desacoplantes estf inhibidz, la
actividad de fotofosforilacién no lo estd, Tsto podria indicar aque
el sitio catalitico ¢el CF que interviene en la sintesis o en 1la hi-
drélisis de AP podria no ser el mismo, o por lo menos ten<ir{a rc-
cucrinientos cstructurales difercentes para exnrcsoar sus actividzdes
enzii:fticas, También indicaria que en el proceso de fotoinhibicibn
estarfia involucrada miés de una estructura, alruna de los curles se
nroducirfan afn en ausencia de un estado de la membrana con alto
nivel encerrético (es decir, en presencia de F-CCP) indicando aquc
se nuede producir alafin cambio estructural pnrevio o independiente-

mente de la acumulacibn de energia en la membrana,

Neconstitucibn de la fotofosforilacibdn

Para entender mejor el procéso de fotoinhibicibn y poder
corrclacionarlo con el mecanismo de le fotofosforilacibn es que sc
han llevado a2 cabo una seric de experimentos de rcconstitucibn de
la Totofosforilacibén, donde un CF parcialmente purificado, ohtenido
de nienibranas normales y de mcembranas fotoinactivadas, se ha reaco-
nlardo con membranas "desacopladas'" también provenientes de membranas

normalecs y fotoinhibidas.

El término "desacoplado" referidb a las membranas a las cua-
les medliante tratamiento con Clli 2.0 M se les ha extraido parte de
sc CF, no es acertado ya que, como se veri mas sdelante, la acumula-
cién de enersfa por la membrana no se encuentra impedida (181) v so0-
lamente esti inhibido el paso final de fosforilacibn. |

Los resultados obtenidos (Tabla XIII) muestran claramente
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que ¢l proceso de fotoilnhibicibn ha =fecctado la interaceibdn normnl
entrec la membrana y cl CF cambiando la estructura de la membrans de
tal manera de modificar esta interaccibn normal de vnn forna irre-
versible, Fsto es confirmado por un experimento en el cual 2 ncn-
branas "desaconladas" normales y fotolnactivadas se les vuelve 2
unir un CT normal en cantldades apenas superiores a las necesarias
para obtener la méxima fotofosforilacibn y se determina en el so-
brenadante la nrotefna rcmanente. L0s resultados de este experimento
nuestren (Tabla XIV) que la protefna del CF sc une a anbas rncnbra-
nas "desacopladas", en cantidades 1rnuales, indicando que el hecho
de aque la proteifna del CF no restaure la fotofosforilacibn (Tzbla
XTIT) no es una consccuencia de una unién deficiente, sino més hien
de una unibn defecctuosa o inespecifica, que da como resultado una

membrana lnactiva,

Ademds, se ha medido el efccto de la preiluminaciédn cen pre-
sencia de PilS sobre el proceso de reconstitucidn (Tabla XV). Loz
resultados indican que la mAxima fotoinhibicién por PIIS y la mhxina
canacidad de restaurar la fotofosforilacibédn no ocurren en el misno
moriento. s decir, que la cantidad total de fosfato esterilficacdo
después de la fotoilnhibicién es independiente de la presenciz del
Cr acrepado. Lsto parece indicar que durante ¢l suministro de encr-
gfa a la membrana "desacoplada" ocurre un cambio que no requierc la
presencia de CF y, tal vez, este cambio serfa el que posteriormente
cvite la unidbén normal del CT,

s 1importante destacer que el CF extraido de las memhronas
fotoinhibidas restablece la capacidad de fotofosforilacibn de manecra
normnal (Tabla XITII), indicando que no sufre nihgﬁn canbio irreversi-
ble. Sin embargo, ocurre algfin cambio pcrmanente y este muy proba-
blemente esté localizado en la porcibdn del CF que no se extrae de
la membrana o0 en alguna regibén de la membrana tilacoide cercana a
81,

Con respecto a la composicién proteica de la preparacibdn de
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CF obtenlda a partir de un polvo acetbnico, comparada con la del
comnlejo ATPasa intacta publicada por Johansson ¥ col, (198) para
la misma bacterio, se ve que son muy semcjantes, s6lo cue la nre-
sentada aquf no es una preparacibén totalmente pura, adenéds no se
detecta netamente la presencia de las bandas § y € ya que se nece-
sitarfan concentraciones de protefna mucho mis nltas para noderlas
evidenciar, nerdiendo consecuentemente resolucidn en las otras sub-
unidades (Fi~. 30a). De todas maneras, los pesos moleculares cal-
culados para @, B y Y son muy cercanos a los determinados por
Johansson y col. (198) y por Gromet-Elhanan (197). Si se compara la
comnosicibn proteica de CF-11 obtenido de membranas normales y fo-
toinactivadas (Fi~, 30b v ¢) se ve que son d;ferentes. Esto nodria
implicar que, como consecuencia dc la fotoinhibicibn, se exnonen

a la accibén del ClLi subunidades proteicas que en condiciones nor-
malcs estén ocultas, lo cual es una evidencia m&s de la existencia
de cambios conformaclionales producidos en la mcmbrana por accibdn de

la luz, en presencia de PiiS,

Fn las preporaciones de CF-lLi, s6lo se detecta la presencia
de las subunidades a y B tanto en la preparacibén cruda como en cada

una de las fracciones de la columna de Sepharosa 6B (Fic, 235 v 32),

IHidiendo la intensidad relativa de las subunidades d v g
en los celes de poliacrilamida (Fiz., 32) se observa aue esta rela-
cibn tiende a aumentar hacialas fracciones que tienen mayor activi-
drd de reconstitucibn de la fotofosforilacibn. Este resultado podria
implicar la existencia de un complejo (aB)n bésico, al cual se le
reasrecarfan subunidades a extras incrementando asf{ el contenido
relativo de d del complejo y, también, que este incremento relativo
en subunidades o serfa necesario para restaurar la actividad de fo-
tofosforilaciédn de las membranas extralidas con Clli. Asimismo, este
incremento relativo de subunidades @ en el complejo podria traer
como consecuencia una unién adecuada entre el comp}ejo ¥y la membrana.
Aunque aln no ha sido demostrado que la subunidad @ posea alguna
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funcibn cspecifica en las diferentes membrancs transductoras de erer-
afa, la interpretacibn mencionada antes estA de acuerdo con resultc-
dos recientes obtenidos en Streptococcus faecalis (216) donde exin-
ten evidencilas que indican que la subunidad ® de la ATPzsa esti in-
volucrada en la unibn de la enzima a la membrana,

Comparando los resultados presentados aqui con los nublicr=
dos por Philosopf y Gromet-Elhanan (197) para ¢l CF=-Ti aislado el
rismo microorcanismo (R, rubrum) es cvidente que esta preparacibn
es totalmente diferente a la presentada aqui, ya que esta tiecne un
alto Pi! (275.000 N) ¥ prescnta dos subunidades cunndo es sometila
2 la accibn dec agentes disociantes, mientras aque cn la prenaracidn
publicada (197) se trata ce lo subunidad B Gnicamente con un PIi de
55,000 N, Es importante resaltar quec amhas preparaciones fueron
aisladas si~uiendo el mismo procedimiento, por lo cual las difcreon-
cias observadas no se pueden atribuir al procedimiento de preparacién,

De todos los resultados discutidos aquf, es claro que las
membranas fotoinhibidas son un sistema muy apropiado para estudiar
la interrelacién que existe entre la membrana y su CF durante las
etapas en las que acumula energfa para luego sintetizar'ATP.
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