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ABREVIATURAS EMPLEADAS

ADP:'adenosina difosfato

ANP: adenosina monofosfato

ATP:adenosina trffosfato
Dchl: bacterioclórofila”

CCCP:cianuro de carbonil m-clorofenilhidrazona

CF: factor ¿é aceplamiento

CF-Li: factor de acoplamiento aislado por extracción con ClLi 2M
CF-acetona: factor de aceplaniento aislado a partir de un polvoacetónico.

AW:notencial eléctrico de membrama(componente de la fuerza con­
ductora en la sintesis de ATP)

ApH: potencial químico de membrana (componente de la fuerza con­
ductora en la síntesis de ATP) ' '

EDTA:ácido etilendiaminotetraacético

FCCP:Cianuro de fluorcarbonilfenilhidrazona

Ha: membrana acoplada

“d: membrana desaCOp;ada
nzuz'n—et11ma1eimida

Pi: fosfato inorgánico

pmfi: fuerza conductora en 1a sintcsis de ATP
PHS: metosulfato de fenazina

PPi: pirofosfato inorgánico
S.A: sulfato de amonio



INTRODUCCION

Generalidades

La transferencia de energía que existe, en membranasde or­
ganelas, entre el tranSporte de electrones y la unión anhídrido del
ATP, fue primeramente estudiada en mitocondrias en 1937. Diecisiete
años más tarde, Arnon y col. la investigaron en cloroplnstos de empi­
naca (l) y Frenkel (2) y Geller (3) lo hicieron en cromatóforos de
bacterias fotosíntéticas.

Estas investigaciones han conducido al estudio de las rela­
ciones entre el transporte de electrones, 1a fosforilación y el meta­
bolismo del carbono en sistemas respiratorios y fotosíntéticos.

No hay, sin embargo, hasta el momento, un consenso general
de Opinión sobre el real mecanismode fosforilación, ni se conoce la
naturaleza exacta del aCOplamientoentre el transporte de ekectrones
y la sintesis de ATP.Tanto el transporte de electrones comola sin­
tesis de ATP(fotofosforilaoión) ocurren en la membrana;por este
motivo es particularmente importante poder determinar la relación
entre estructura y función en la misma.

Membranasacopladas, tales como la membranainterna mitocon­
drial, membranatilacoide de los clorOplastos y regiones especiales
de todas las membrannsbacterianas, contienen un complejo proteico
capaz de utiliZar'la energia derivada de la transferencia de electro­
nes en la sintesis de ATPa partir de ADPy Pi, y/o de utilizar la
energia derivada de la hidrólisis del ATPpara varios procesos, tales.
comotransporte de iones, transporte de electrones en contra del gra­
diente termodinámico, etc. I

Este complejo puede ser aislado, más o menos intacto, de la
membrana, mediante detergentes (4 - 7). Una subfracción de este com­
plejo puede ser obtenida en forma soluble en agua, conteniendo los
nucleótidos unidos a sitios de "sintesis de ATP".Esta fracción es



llamada generalmente "ATPasa",
"CFl" (e).

"factor de acoplamiento" o

La ATPasainteractúa con los nucleótidos aunque falta
aún elucidar la naturaleza de esas interacciones que son par­
ticularmente complejas y que llevarán, en definitiva, a sin­
tetizar o-hidrolizar el ATP.'

1. Transporte de electrones. Su relación con la fosforilación.

1.1. Introducción

La transducción de la energia del transporte de elec­
trones al fosfato terminal del ATPocurre a través de uno o
más estados intermediarios, cuya naturaleza no está bien de­
finida. Las hipótesis existentes sobre la naturaleza de estos
intermediarios van desde un complejo quimico de alta energia,
potencialmente aislable, hasta un gradiente de protones a
través de la membrana;la tendencia actual es considerar un
potencial eléctrico intramembrana-(redistribución de cargas)
y estados conformacionales de la membranaentera o de sus
partes, comocomponenteadicional o central en los estados
intermediarios de alta energia.

Hipótesis prOpuestag para la sintesis de ATP

.Hipótesis quimica. El primer mecanismode fosforilación
propuesto involucra una unión covalente entre un transporta­
dor de electrones (citocromos u otros) en un nivel energético
bajo, y alguna otra? entidad (9) (probablemente CF, llamado
x aqui). Este complejo X (ecuación 1) es el verdadero dador
de electrones al próximotransportador. En la etapa oxidativa
(ecuación 2), la unión del complejo transportador es llevada



li2b2.

a un nivel energético alto (de -x a NX). Para que el trans­
porte de electrones continúe, el complejo se rompey adiciona
primero Pi (ecuación 3) y en una última etapa (ecuación 4)
1a energia almacenada en 1a unión x AJPLes aprovechada para
formar ATPa partir de ADP.

AH2+ x7 AHz-X (ecuación l)
' + "2.:: +

AHéK B - BH2 AFUX
Aóü+PiF=XNR+A
XNPi + ADP #——-'-‘ATP+ X

(ecuación 2)
(ecuación 3)
(ecuación 4)

Este mecanismo no es aceptado actualmente ya que no
explica los fenómenosde potencial eléctrico, flujo de iones
o cambios estructurales de 1a membrana, que se ha comprobado
están asociados directamente al mecanismode fosforilación.

.Hipótesis quimiosmótica.'Esta-hipótesis fue extensamente
desarrollada por Mitchell (10 -_13) y puede sintetizarse en
cinco postulados fundamentales:

1.- Las reacciones relevantes ocurren sobre una mem­

brana, ¡Pobtemente permeable a protones (H+), que encierra
un espacio interno.

2.- El flujo de eouivalentes de reducción se desplaza
de los transportadores de.e1ectrones (citocromos) a los trans­
portadores de hidrógeno (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
ción ocurre desde los transportadores de hidrógeno a los de
electrones, el H+es expulsado desde el espacio interno. El
efecto neto ac0pla el flujo de los equivalentes de reducción
a la translocación de H* de adentro hacia afuera (en mitocon­
drias la dirección del flujo de H+es contrario).



3.- El flujo neto de iones H provoca:
a) una acidez mayor dentro del espacio interno (crea un

gradiente de pH),
b

V una acumulación de cargas que lo hace eléctricamente
positivo. Para evitar una excesiva diferencia de car­

gas eléctricas hay, al mismotiempo, un movimiento de otros cationes
hacia afuera o de aniones hacia adentro. El movimiento de otros iones
es de naturaleza electroforética. El movimientoactivo de H*'crea un
potencial eléctrico en la membrana.

4.- La combinación de la diferencia de concentración de H‘
y el grado de cargas positivas en el interior de la membrana,se co­
noce como"fuerza protonmotiva" (pmf), o diferencia de potencial elec­
troquimico. '

RT
pmf = AW+—— (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,Awpotencial
de membrana y ApH gradiente de pH.

5.- Este potencial (pmf) seria el responsable de obtener la
energia necesaria para la sintesis de ATPmediante la reversión de
una ATPasatranslocadora de H+ (10). La porción hidroxilo del agua
necesaria para hidrolizar ATPes obtenida del interior de la vesícula
y el H+del exterior. Asi, el efecto neto es la aparente translocación
de un H+ hacia adentro y el desdoblamiento de un ATP. De modo que la
consecuencia de la hidrólisis del ATPes una elevación de la pmf de
la vesícula. De esta forma, una alta acidez interna y una carga eléc­
trica positiva (alta pmf interna), produce sintesis de ATP(es decir,
la reversión del diagrama mostrado). La translocación de H+es parte
obligada del transporte de electrones.



1.2.3. Hipótesis conformacional. La teoria de R.J.P. Williams (14)
propone que el transporte de electrones puede conducir a la
localización de H+ en la membranahidrofóbica, los que se con­
binan con agua producida en la sintesis de ATP, para dar iones
hidronio que serán eXpelidos. El efecto neto es la fácil des­
hidratación en las regiones hidrofóbicas de la membrana.

Dilley (15), Lynn y Straub (16, 17) están de acuerdo
con la concentración de H+ locales y proponen que el factor
de aCOplamiento debe ser reducido y protonado para que ocurra
la sintesis de ATP.

Bennun (18) especula sobre una redistribución de car­
Igas que resulta del transporte de electrones a grupos quimicos
'especificos, dandocomoresultado la deshidratación. La exis­
tencia de redistribución de cargas en la membranaes 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 teoria muestra la íntima naturaleza de la transferencia de
electrones a través de sus componentes, los cuales conectan
grupos de transportadores que se encuentran en ciertos niveles
de potencial y representan regiones eficientes transductoras
de energia. 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 sumaimportancia en esta hipótesis, mientras que la natura­
leza de las reacciones de transferencia de electrones dice muy
poco sobre 1a conexión con la sintesis de ATP,

Por último, Boyer (20) ha sugerido un rol para los
cambios conformacionales de las proteinas en relación con la
sintesis de ATP.

En general, esas_hipótesis sitúan el estado cargado



1.3.1.

energéticamente de la membranatransductora, comointermedia­
rio entre el transporte de electrones y la sintesis de ATP.

.La condición energética requerida en la mayoria de ellos es
una serie de diferentes concentraciones localizadas ( de H+
o electrones) en la membranay no de un lado o del otro de la

"misma.

.Acción de ionóforos y desacoplantes.

El uso de antibióticos y transportadores quimicos
especificos de iones, cuyo modode acción es conocido, ha
sido de gran utilidad en sistemas naturales y modelos de non­
branas_para definir la fisiología de cloroplastos y cromatófo­
ros. Estos compuestos, que transportan H+o cationes metálicos,
0H­

en la distribución de cargas o con un movimientoelectrogéni­
6 C1- a través de la membrana, pueden hacerlo sin cambio

co, es decir, mediante un flujo neto de cargas comodifusión
simple de iones.

Flujo neutro. Destrucción del gradiente deng. Un movimiento
neutro de iOnes ocurre cuando una molécula transportadora
(ionóforo) es capaz de penetrar en la membranaunida a un H*,
catión, anión u OH“.En el caso de la nigericina, tanto el K+
comoel H+difunden,cuando se establece un gradiente de acti­
vidad electroquimica, en forma neutra, intercambiando un H+
por un K+a través de la membranatilacoide. Estos intercam­
bios tienden a igualar el pH en los dos lados de la membrana,
produciendo de esta manera, la destrucción del gradiente de
pH; (APH) o

La acción de detergentes comoTritón, a bajas concen­
traciones, puede causar un efecto similar. Este detergente
cambia la estructura de 1a membranahaciéndola más permeable
a los iones (21).



1.3.2.

Bases orgánicas no protonadas también pueden entrar
en forma pasiVa, si el pH del medio es alcalino en relación
al pHde la base, la base libre está presente afuera y el
equilibrio ocurre sin cambio de energia (22). Por otro lado,
las bases fuertes (ClNI-I4o muchas alquilaminas) a bajas con­
centraciones pueden_equilibrar el gradiente a-través de la

.membrana, en oscuridad. Cuando se ilumina la membrana, entran
Hi el pH interno comienza a bajar con respecto al externo,
se protona la base (NHa), cae 1a concentración de base libre
dentro de la vesícula y comienza a difundir NHBdel exterior
'Asu vez, la concentración de NH3(base libre) en el exterior,
baja y para mantener el equilibrio, una cantidad equivalente
de la base protonada exterior, se disocia. Esta disociación
libera en el exterior un número 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 NP ya que simultáneamente se produce la entrada de
01’ o la salida de K+ o Na+.

Flujo electrogénico. Destrucción del potencial de membrana.
Mediante la adición de valinomicina, puede ocurrir un movi­
miento electrogénico de K+o NHZ.Este antibiótico se une
formando un complejo con K+ o NH; pero no lo hace con los H+.

+
4

de la membrana' por valinomicina, pero no pueden ser inter­
Es decir, que los iones K+ o NH son transportados a través

cambiadospor H+; por lo tanto, el resultado de este trans­
_porte es un cambio en la carga a través de la membrana.

Una cantidad de ácidos débiles, incluyendo el F-CCP
y el DNP,actúan comotransportadores electrogénicos de H+.
La forma protonada penetra la membrana, descarga el H4'y
vuelve a cruzar la membranacomoanión. Este flujo unidirec­
cional neto de H+ causa un cambio en la carga de la membrana.
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Tambiénse produce un flujo electrogénico de iones
cuando los iones capaces de penetrar la membranadifunden sin
la adición de un tranSportador especial. Un gran número de
aniones pertenecen a esta categoria, si bien sus capacidades
de penetración dependen de 1a organela en estudio. En croma­
tóforos de R. rubrum se han estudiado los efectos del perclo­
rato y tiocianato (23), sulfato y picrato (24), asi comotam­
bién aniones artificiales comoel tetrafenilboro (25). Este
mecanismo destruye el AW.En el caso de la valinomicina de­
pende de la dirección del gradiente de difusión de Ki que se
incremente o disipe un NF existente.

Acción desacoplante en sistemas tilapoides. Para obtener un
desaCOple efectivo es necesario eliminar ambos componentes
de la pmf, es decir ¿pH y AW.Asi, por ejemplo, en cromató­
foros de R. rubrum se requiere el uso simultáneo de K+ y
nigericina para destruir el ApH, intercambiando K+por H+
y valinomicina para permitir la salida electrogénica de iones
K+del interior de la vesícula, disipando de esta forma el
AW.Este también puede destruirse por el agregado de aniones
permeantes, en lugar de valinomicina (24, 26, 27). En parti­
culas subcloroplásticas se obtienen conclusiones similares
(28 - 30). Sin embargo, en cloroplastos 1a situación es di­
ferente, ya que se produce un desacople efectivo por acción
de ionóforos que destruyen solamente el ApH,por ejemplo
'ClNH4,nigericina, gramicidina y otros desacoplantes (31 ­
35). Esto implica que, durante la fotofosforilación, NVno
existe o es muybajo, 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
1a diferencia entre cloroplastos y partículas más pequeñas
estaría en la mayorpermeabilidad de los primeros a los iones
Cl' (36 - 37). En cloroplastos, el Cl' atraviesa la membrana
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por difusión pasiva, eliminando asi el A'i’creaclopor la entrada
de H* y conduciendo a un ApHcomo principal componente respon­
sable de la sintesis de ATP.

En los cromatóforos y particulas subcloroplásticas, en
cambio, al Ser impermeables a iones Cl’, se observa que el AW
adquiere un valor suficientemente alto comopara ser un factor
importante en la fosforilación. Asi, la eliminación de ApHpor
ClNH4resulta en una inhibición de la_fosforilación en cloroplas­
tos pero no en cromatóforos o particulas subcloroplásticas.

Por otro lado, desacoplantes como DNPo F-CCP a bajas
concentraciones inhiben tanto la formación de AWcomo de ApH
y por lo tanto la formación de ATP, pero su acción es más com­
pleta en presencia de Valinomicina (interactuando sinergistica­
mente). El DNPpermite solamente la salida electrogénica de H+
y valinomicina,la de K+, los dos Juntos actúan entrando K+y
sacando H+ (38). h

Fuerza conductora en la sintesis de ATP

'En membranastilacoides, el transporte vectorial de
electrones inducido por la luz, causa un movimientovectorial
de H'h que provoca un ApHy/o un AWa través de la membrana.
También se cree que 1a combinación de ambos componentes (pmf)
'puede conducir a la sintesis de ATP"in vitro" (39, 40), pero
no se sabe todavia qué ocurre "in vivo", es decir, cómose lle­
va a cabo el proceso.

Jagendorf y col. relacionaron el ¿pHy la fosforilación
y demostraron que el ApHpodria ser inducido a través de la
membranatilacoide por la luz (41), o artificialmente por una
transición ácido-base (42), y que este ApHpodria conducir-a
la sintesis de ATPen oscuridad. Tambiénmostraron (43, 44)

que la cinética del eflujo de H+y la fosforilación fueron muy
similares después de ese tratamiento.

_]_0_



Todoslos sistemas fosforilantes, (cloroplastos (45),
mitocondrias (46) y bacterias (47, 48)), parecen poseer factores
acoplantes muysemejantes. Todos ellos son ATPasatranslocadoras
de cationes, anisotrópicas (49), y sintetizan ATPcon un eflujo
concomitante de H+ a través de la membrana. Cuando están unidos
a ésta, catalizan_la sintesis de ATP.En algunos casos son
ATPasalatentes, es decir activadas por algún tratamiento pue­
den hidrolizar ATP, introduciendo H+en el espacio tilacoide
(50) y causando una reversión del flujo de electrones (51).

Otra demostración de la intervención del ApHen la fos­
forilación la dieron Stockenius y Hacker (52) en membranapúr­
pura de Halobacterium halobium. Ellos incorporaron la membrana
pigmentada (bacteriorodOpsimá21CFmitocondrial aislado en vesi­
culas lipidicas. Cuandose la ilumina, la bacteriorodopsina
cataliza la transferencia de H+a través de la vesícula y el
CFutiliza el ApHformado, para-sintetizar ATP.

Un punto que es aún objeto de controversia es si la pmf
es el intermediario directo de alta energia (ecuación l), o si
sólo está en equilibrio con él y ubicado en una senda lateral
(ecuación 2).

+
e- transg H pmf
e'——————-#ch

.Jf- -:

pmf

;==.ATP (ecuación l)
= ATP (ecuación 2)

Medición de ApH XAV

Si el ApHy el M conducen a la fotofosforilación,_1a
suma de sus valores debe ser lo suficientemente grande para
vencer la barrera termodinámica de la sintesis de ATP. Conse­
cuentemente, estos dos parámetros han sido frecuentemente medi­
dos.
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'de técnicas ha sido aproximadamente 3.0. Por ejmmflo,
En cloroplastos, el valor de ApHmedido por una variedad

Pick y
col. (53) midieron el ApHusando una amina fluorescente (amino
acridina). E1 método se basa en la distribución de estas aminas
a través de la membranadel c10r0plasto, en respuesta a1 Apu
creado en la luz. La desaparición de la fluorescencia en el
medio es una medida de la cantidad de amina que'pasa a través
de la membranay, por lo tanto, del ApHformado en el interior.
En este caso se obtuvo un valor de 3.4. Portis y McCarty (54)
usaron una amina marcada (hexilamina C14) basándose en la misma
pr0piedad, sólo que aqui midieron desaparición de radioactividad
y obtuvieron también un valor de 3.0. Graber y col. (55) publi­
caron valores similares.

Por otra parte, el valor de Mise ha obtenido por medi­
ción del corrimiento de la banda-de carotenoides de 515 nmdebi­
do a cambios de absorción electrocrómica (56, 57).

La medición hecha en cloroplastos, en estado estaciona­
rio (es decir, iluminación continua), da un valor de AVde 30 mV
(58). Usandoflash de luz y técnicas ópticas rápidas (55, 59),
se encontraron valores de 100-120 mV. Barber (60), usando emisión
de luz inducida por sales, encontró valores similares.

Consideraciones energéticas en la fosforilación
Unahipótesis para explicar la fuerza conductora en la

fosforilación debe surgir de los requerimientos bioquímicos de
energia. La energia requerida es medidapor la energia necesaria
para hidrolizar el fosfato terminal de 1 mol de ATP.(AG': cambio
de energía libre : función molar de Gibbs). Esta depende de la
concentración de los reactantes y también de la energia libre
de referencia aparente por mol (A Gg), la cual depende del pH,
1a temperatura, la concentración de Mg1+y concentraciones ióni­
cas en general (en Kcal/mol a 298°K).

_ 12 _



(ATP 1

AG = AG0 .- 1,36 log—-—-—
(ADP) (Pi)

La concentración de agua está tomada comounidad, por convención.

Kraayenhok (61) estimó el valor de AG¿(potencial fosfato)
por fosforilación, usando el punto de transición del estado 3 y 4,
es decir, el punto donde los clorOplastos cesaron de sintetizar ATP,
porque 1a concentración de ATPrelativa al ADPse vuelve tan grande
que el transporte de electrones no puede continuar más produciendo
fosforilación. Usandoesta técnica, determinó que el AG' de hidró­
lisis de ATPera de -15.5 Kcal/mol. Sin embargo, este valor se basó
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
Koal/mol. Asi, el valor de AGLcorregido es de -13 Kcal/mol.

Hall (63). por su parte, haciendo hincapié en la concentra­
ción iónica y otros parámetros, llegó a un valor de AG' de -8.2 a
-11.5 Kcal/molpara cloroplastos fosforilantes. Por otro lado, la
energia útil de un gradiente activo de H+puede representarse como:

' (H+)adentro
AG = RT 1n———— = Au-- = pmf

(H+)afuera

AUH+es el potencial electroquimico del protón. (H7) representa la
actividad electroquimica de los H+, R es la constante de los gases
y T la temperatura absoluta. La actividad electroquimica del H't está
representada por su concentración y la fuerza eléctrica actuando so­
bre ellos, asi:

donde F es la constante de Faraday y Vel potencial eléctrico,
entonces:

_ 13 _



a'adentroHf
- RT 1n————- +FA‘!’g ­

a_a1;uera
H:

= —2.303 RT ApH + F A‘l’

a 298’K esto da aproximadamente:

AG' =' -1.36 ApH + 0.023AW

AG. está dado en Kcal/mol y my en mv

En unidades eléctricas:

pmf = —— = ————' -_- AW '+ z APH

donde z = -2.303 É; con un valor de -59 mVa 2590 (2989K).
Asi, la fuerza útil para conducir H+a través de la membrana

es la suma de un componente quimico (z ApH) y uno eléctrico ( Ay).
La cantidad de energia real útil para la sintesis de ATPes igual a
pmf multiplicado por el número de H+ consumidos por molécula de ATP
sintetizado.

¡Entrabajos recientes se han medido simultáneamente ApH,
y AG', lo que ha hecho posible calcular el número de H+ consumidos
por ATPsintetizado. Estos serán los H+necesarios para que pmf a1­
cance el valor adecuadopara producir fotofosforilación. Leiser y
col. (64) encontraron para cromatóforos, un valor de 40-80 mVmás
pequeño que el necesario para producir fosforilación con 2 H+trans­
locados por mol de ATPsintetizado, y Avron (65) encontró quq en clo­
roplastos, el ApHsólo era demasiado pequeño para producir fosforila­
ción, pero no midió AW.Casadio y col. (66) vieron que el valor de
pmf era Suficiente para producir fosforilación en cromatóforos con
una relación H‘YATP= 2.0. Nicholl (67), usando mitocondrias, llega
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a la conclusión de que la relación H+/ ATPtiene que ser mayor
que 2.0. En estos cuatro trabajos se usó un valor de -ll.5 a
-13.0 Kcal/mol para el AG'.

Sin embargo, hay todavia problemas con la medición
exacta de ApHy AWy con la energia libre de referencia apa­
rente de la hidrólisis de ATP,por eso la respuesta a este
problema aún no se ha encontrado.

Sintesis de ATPobtenida a partir de ApH

Sintesis oscura de ATP.La interposición de pmf entre el trans­
porte de electrones y la sintesis de ATPsignifica que la úl­
tima continúa después de que el transporte de electrones se
detiene, de tal forma que los H+ almacenados mantienen un
adecuado AWy ApH, capaz de producir fosforilación en oscuri­
dad. Trabajando con clorOplastos preiluminados a pH 6.0 (68),
en ausencia de ADPy Pi, donde la cantidad de H+ que penetra
la membranaes la mayor, se observa sintesis de ATPluego de
apagar 1a luz. A1material almacenado responsable de la sinte­
sis de ATPse lo denominó "XE", pero trabajos posteriores de­
mostraron que se trata realmente de H+internos acumulados
durante el periodo de luz.

Por trabajos posteriores de variaciones de pH (69, 70)
y por el uso de inhibidores (71), se mostró que la cantidad
de ATPformado era enteramente dependiente de la cantidad de
H+translocados en la etapa de iluminación previa. Tambiénla
adición de compuestos que sirven comobuffers internos incre­
mentan la entrada de H+ asi como la formación oscura de ATP
(sintesis de ATPque se obtiene en 1a oscuridad luego de una
iluminación previa) en cloroplastos (72, 73). Si bien la cap­
tura de H+inducida por la luz fue también observada en cro­
matóforos (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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4 9

de H+inducida por 1a luz (23), Leiser y col. (77) demostraron
nes permeantes SCN’y CLO que se sabe estimulan la entrada

que se puede obtener sintesis oscura de ATPen cromatóforos
de R. rubrum. Con el uso de Valinomicina y KCl (catión per­
meante), que también estimula la entrada de H+ (27, 28), ob­
tuvieron-un mayor rendimiento. La baja producción de sintesis
oscura de ATPy el incremento obtenido por el agregado de io­
nes permeantes durante el periodo de luz pueden explicarse
considerando que sólo se sintetiza ATPdespués de alcanzar un
Valor minimo de ApH, el cual es excedido únicamente en presen­
cia de los iones permeantes.

Sintesis de ATPpor una transición ¿pido base. Se obtuvo una
demostración definitiva de la formación de ATPa expensas
del ApHcon el descubrimiento de una fosforilación realizada
completamente en la oscuridad, por pasaje de clor0p1astos que
habian estado en condiciones ácidas (pH:4) a condiciones bá­
sicas (pH:8) (42). La formación de la unión fosfato parece
ser la mismaen la transición ácido-base que en la luz. Ya
que un gradiente de pHno es un intermediario aislable, el
experimento anterior es de gran importancia porque sirve
para probar su existencia comoconductor de la sintesis de
ATPy, además, mostrar que los cloroplastos contienen la
maquinaria necesaria para la transducción de energia del
¿pHa la unión terminal del ATP, sin retorno a través del
transporte de electrones.

Bioquímica de la ATPasa

Factor de acoplamiento. Aislamiento y reconstitución

En cloroglastos: Avron demostró que la incubación de cloro­
plastos en EDTA1 mM,con una baja fuerza iónica, causaba la
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disociación de una proteina necesaria para la fosforilación.
La proteina podria unirse nuevamentea los cloroplastos y
reaCOplarse con ayuda de iones Mg2*. Esta proteina resultó
ser idéntica a una ATPasaactivada por tripsina, la cual fue
extraída de cloroplastos por sonicación en presencia de fosfo­
lípidos (79). Esta ATPasatambién podia reaCOplarse para pro­
ducir fosforilación antes de ser activada. Se han realizado
otras purificaciones de este COmplejOproteico (80 - 83),
cuyo peso molecular es alrededor de 350.000 daltones. Por
disociación con SDSy electroforesis'en gel, se encontraron
cinco subunidades diferentes (llamadas a, 6,1',6y'e), tres de
ellas grandes y dos más pequeñas (84). Microscopía electróni­
ca de la proteina aislada muestra particulas de 90-100 R,
localizadas sobre el exterior de.1as vesículas tilacoides (79,
80). El número de particulas se calculó en l por cada 100 mo­
léculas de clorofila 6 3 a 4 por cadena de transporte de elec­
trones (85).

Si bien el EDTAdesacopla completamente la fosforila­
ción, se ha demostrado (86) que la liberación del CF es apro­
ximadamente del 50%. Se puede lograr una completa extracción
del CF con el uso de una solución de silico-tungstato (87) o
por extracción repetitiva con EDTA.En ambos casos la recons­
titución de la fosforilación por unión del CFa esos residuos
de membranaes dificil e incompleta. Es decir, que la completa
liberación del CFcausa un daño irreversible en el sistema.

En bacterias: Baccarini-Melandri y col. (88) descubrieron que
el CF podria ser separado de cromatóforos de Rps. capsulata
por una breve sonicación en presencia de EDTA.La fosforila­
ción fue restaurada por agregado de las proteinas del sobre­
nadante (en frio y en presencia de ATP) Junto con iones Mg2+,
a las membranasdesac0pladas. Un procedimiento similar (48)
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permitió la extracción de CF de R. rubrum, Una simple extrac­
ción con buffer tricina de baja fuerza iónica fue suficiente
para liberar CF de cromatóforos de Cromatiumy se logró rea­

+
c0plar en presencia de iones Mg2 (89).

En muchasbacterias, un aspecto interesante de la fo­
tofosforilación es su relación con la fosforilación oxidativa
en oscuridad. Melandri y col. (90) demostraron que moléculas
de CF extraídas de Rps. capsulata, crecidas heterotróficamente
en la oscuridad, eran capaces de catalizar fotofosforilación
cuando se las agregaba a membranas desaCOpladas obtenidas de
la mismabacteria. Es decir, que es factible que la mismapro­
teina funciOne en los dos sistemas diferentes, pero esto aún
no ha sido fehacientemente probado.

Nucleótidos firmemente unidos a la ATPasa

Introducción: La ATPasa unida a membranaes la responsable de
la formación de ATPa partir de ADPy Pi en la mayoría de los
organismos, y tiene uno o más sitios de unión para ADP. Es
capaz también de hidrolizar ATPa ADPy Pi, si bien esta ac­
tividad puede permanecer latente en algunas preparaciones.
También debe existir en la ATPasa un sitio de unión para ATP;
La relación entre estos sitios no es univocamenteestable.
Actualmente se preponen sitios separados para la hidrólisis
y la síntesis de ATP(91 - 93).

Con respecto a la relación entre la ATPasay el o los
sitios de fosforilación donde la unión debe ser más rápidamen­
te reversible dadas las altas velocidades observadas, es sor­
prendente encontrar sitios donde la unión a los nucleótidos
es baja y no rápidamente reversible. Es interesante, entonces,
el estudio de estas dos clases de sitios: rápidamente reversi­
bles y lentamente reversibles o "fijos" y el tratar de elucidar
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los roles de esos sitos en cuanto a la'hidrólisis y sintesis
de ATPy la regulación de ambas actividades.

Detección x estimación. "Nucleótidos firmemente unidos" son
aquellos que permanecen unidos en forma estable a la ATPasa
cuando todos los nucleótidos libres detectables han sido

La velocidad de disocia­separados de la solución de enzima.
ción de los sitios fijos es tan baja que el ATPfirmemente
unido no es hidrolizado por enzimas que utilizan ATP, como
la hexoquinasa o luciferasa (94 - 97). La evaluación y carac­
terización de nucleótidos unidos requiere su liberación de
la proteina. Comúnmenteésta es desnaturalizada con ácido
perclórico, TCAo urea. Un procedimiento muy común es desna­
turalizar la proteina con ácido.perclórico al 4%,centrifugar
a 020 para eliminar 1a proteina y neutralizar rápidamente la
solución resultante con KOH(62).

Los nucleótidos liberados son evaluados enzimática­
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 energia a la ATPasay esto puede ser incompleto
para fragmentos de membranae imposible para ATPasa aislada.
Un método no destructivo de medida del contenido de nucleóti­
dos fue descripto por Warburgy Christian (101) y se basa en

280/A260
nucleótido, es aproximadamente1.7 a 1.8, mientras que los
medir la relación A que, para una proteina libre de

nucleótidos con fuerte absorción a 260 nmbajan esta relación.

En ATPasa aislada: ATPy_ADPfirmemente unidos, han sido detec­
tados en ATPasaaislada de varias fuentes: mitocondrias, clo­
roplastos y bacterias. Comúnmentese encuentra que una ATPasa
aislada contiene 1-2 moles de ADPpor mol de enzima, es decir,
que los nucleótidos están presentes en cantidades estequiOmé—.
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tricas con la enzima.

Se han hecho varios intentos para separar los nucleótidos dc
la enzimasin desnaturalizarla y con el fin de utilizarlos para la
titulación de nucleótidos 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
recombinación con los nucleótidos.

Los nucleótidos firmemente unidos a la ATPasa no lo están cn
forma covalente, ya que se separan cuando la ATPasaes desnaturaliza­
da por incubación a OEC(95, 104). Sin embargo, su constante de diso­
ciación no ha podido ser correctamente determinada por ser muypeque­
ña. Por ejemplo, en mitocondrias se ha determinado un valor de 10-1014
(104).

El sitio de unión es incierto. Usando la ATPasade clorOplas­
‘tos (premarcada con ADP140), Magnusson y McCarty (105) mostraron
que 1a digestión con tripsina de todas las subunidades menos la a
y la B dejaban más del 60%de 1a marcación sobre la proteina. Asi,
las subunidades a y/o Bparecerian ser los sitios de unión, por lo
menos para ADP. Por otro lado, Leimgruber y Senior (103) mostraron
que la digestión triptica de la enzima de corazón de vaca, conduce
a una pérdida completa de los nucleótidos unidos, no produciéndose
cambios detectables en las subunidades estructurales de la enzima.
Tambiénse trabajó sobre la ATPasade fitggptococcgs faecalis (106),
haciendo una digestión quimotriptica de la misma, que conduce a la
modificación de la subunidadxx y se comprobó que no hubo pérdida de
ATP o ADP firmemente unido.

La ATPasaaislada no parece tener sitios fijos para ANPy para
Pi, es decir, las preparaciones que se obtienen están libres de AHP
y Pi (95, 104, 107, 102, 103). Por otro lado, se encontró Mg2+'unido
a la ATPasapurificada de tres fuentes (104, 108, 109), y este Mg2+
parece ser importante en el ensamble de las subunidades que forman
1a ATPasa (108, 109).
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2.2.4. En ATPasaunida a membrana: Los estudios de nucleótidos firmo­
mente unidos realizados sobre membranasacopladas, dan valores
más constantes que en ATPasa aislada. Se han estudiado en una
variedad de fuentes (mitocondrias, cloroplastos y bacterias),
comprobándose la presencia de ADPy ATP en tanto que AMPestá
generalmente ausente o en muypequeña cantidad. En estos casos,
la relación de ATP/ADPes de 1.5 a 2.0 para la mayoria de las
preparaciones.

Las evidencias sugieren que el único lugar de unión
de los nucleótidos en la membranaes la ATPasa. En el caso dc
las mitocondrias, se ha visto que los sitios de unión para ATP
y ADPse purifican con la ATPasay que los nucleótidos fi me­
mente unidos a la membranason cuantitativamente recuperados
en la ATPasaaislada. Se obtuvieron resultados similares cn
clorOplastos (105, 107, 110) y en bacterias (23). Además, una
mutante de E. coli con deficiencia en ATPasa (111) carece dc
.nucleótidos firmemente unidos a la membrana(112).

De'aqui se deduce que todas las membranas ac0pladas
contienen ATPy ADPfuertemente unidos a la ATPasa y que no
existe otro sitio fijo de unión para ATPy ADPsobre las mem­
branas acopladas. Se concluye que, en general, hay tres sitios
de unión para nucleótidos (ATPy ADP) sobre la ATPasa. Leim­
gruber y Senior (113) han demostrado que el ATP se une más
fuertemente a la ATPasa unida a membrana, mostrando asi que
la ATPasa es incapaz de unir fuertemente ATPcuando está ais­
lada de la membrana.

La constante de disociación para ATPfirmemente unido
a 1a ATPasa unida a membrana es, como en el caso de ATPasa
aislada, menor que 10-lo M (96, 97).

La liberación de nucleótidos firmemente unidos de
ATPasa unida a membranaes más dificultosa que para ATPasa
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2.3.1.

aislada y no hay, hasta el momento,ninguna preparación acep­
table.

Comoortamiento de los nucleótidos unidos

En ATPasa aislada

Estudios sobre nucleótidos unidos: Los estudios sobre unión
de nucleótidos a la ATPasamitocondrial (114, 115) fueron
realizados por métodostipicos (filtración en gel, diálisis
de equilibrio) antes de que se estableciera claramente la
presencia de ATPy de ADP. Se demostró que existían dos ti­
pos de Sitios de unión para ADPy que la velocidad de unión
era muy lenta (116), tardando.en el orden de minutos en luqar
de los esperados milisegundos. En la actualidad se piensa
que esos estudios midieron un equilibrio rápido y reversible
de nucleótidos unidos,-probablemente, al sitio de ATPasade
la enzima y un intercambio lento con los sitios fijos de unión.

Los componentesreversibleáe irreversibles del ADP
unido a 1a ATPasafueron medidos por diálisis de equilibrio
(117). El intercambio de nucleótidos unidos con nucleótidos
marcados agregados fue medido directamente sobre una prepara­
ción de ATPasabien definida (con un contenido inicial de
nucleótidos de dos moles de ATP y un mol de ADPpor mol de
enzima) (104). Aúndespués de veinticuatro hs. en presencia
de srl-ATP 6 BH-ADP,sólo 15-30% del nucleótido unido fue inter­
cambiado, aún en presencia de Mg2+(104). La velocidad inicial

de intercambio fue baja (tz= 2 min.). Usando ATPasa con nucleó­
tidos premarcados, se mostró que tanto en cloroplastos (110)
comoen ATPasa de E. coli, el intercambio de nucleótidos uni­
dos con los agregados externamente es pequeño.

Los nucleótidos firmemente unidos a sus sitios respon­
den, de esta manera, en forma tan lenta y en extensión tan

_22_



limitada bajo condiciones de recambio (turn-over), que su participa­
ción directa en la actividad de la ATPasaaislada_es dudosa.

La desnaturalización parcial y reversible de la ATPasade
corazón de vaca (118) y la exposición de la enzima a bajo pH, incre­
mentan el intercambio con nucleótidos agregados. Usando estos datos,
Harris y col. (119) mostraron que la especificidad de los sitios fi­
jos de unión para los nucleótidos fue muchomás alta que para los
sitios que muestran rápida reversibilidad. 2d-ATPe isoGTP fueron
capaces de reemplazar al ATPen su unión, mientras GTP, ITP, EATPy
N-O-ATP,todos ellos capaces de ser hidrolizados por la ATPasa a ve­
locidades comparables al ATP, no pudieron reemplazarlo. Esto parece­
ría confirmar que los-sitios fijos no están directamente involucrados
en la hidrólisis. Por otro lado, si el ATPunido es reemplazado por
ADP(118) o AJ-‘lP-PNP(102), la enzima pierde su actividad hidrolítica.
Esta enzima modificada no fue disociada en subunidades, como se mos­
tró por ultracentrifugación (118). De aqui se concluye que los sitios
fijos de unión, a pesar de no estar directamente involucrados en la
hidrólisis, afectan esta actividad presumiblementevia interacciones
alostéricas.

Reacción de los nucleótidos en las preparaciones de ATPasaaislada:
La ATPasa, en general, hidroliza el ATPen presencia de un catión
divalente (1-1132+
ausencia de un catión divalente, ocurre una-lenta hidrólisis de ATP
(114, 115, 120, 121) que da ADPcomo único producto en el caso de
ATPasa de corazón de vaca (122). Estos cambios ocurren, presumible­

o Ca2t), siendo ADPel producto dominante. Aún en

mente, en nucleótidos rápidamente intercambiables, unidos al sitio
responsable de la actividad de ATPasa, ya que el ATPfirmemente unido
permanece sobre la enzima aún en presencia de Mg2+(104). Además,
existen investigaciones que indican que hay formación de AMPa partir
de ATPo ADP, en preparaciones de ATPasa de cloroplastos (lOÓ, 123),
mitocondrias (122) y algunas bacterias (124, 125). La formación de
AMPes baja y limitada en cantidad. Por otro lado, se han detectado
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2.3.2.

también reacciones de transfosforilación que son lentas: la
reacción 2 ADP-—».ATP+ AHP' (independiente de Mgg+) sobre
la ATPasa de cloroplastos (100, 126) y la reacción ATP+AHP
-—v2ADP (dependiente de H32+) sobre la ATPasa mitocondrial
(122). No está claro si esas reacciones involucran solamente
ATPasau otras enzimas que estarían impurificando estas prepa­
raciones, si bien en el caso de la ATPasade cloroplastos s
desecha la participación de la adenilato quinasa soluble (126).
En la ATPasamitocondrial, los nucleótidos firmemente unidos
parecen no estar involucrados en la fosforilación, ya que la
reacción ocurre tanto sobre la ATPasaque contiene su serie
completa de nucleótidos unidos comosobre la ATPasa sin nuclcó­
tidos (122), mientras que sobre la ATPasade cloroplastos el
ATPformado a partir del ADPocupa un sitio fijo sobre la en­
zima (100).

En ATPasa unida a membrana. La ATPasa unida a membrana difie­
re de la correspondiente enzima aislada en que aquella puede
ser carnada energéticamente. Se postula que los nueleótidon
firmemente unidos están involucrados en la fosforilación aco­
plada; con este motivo se ha estudiado el efecto de la carfia
energética sobre el ATPy el ADPfirmemente unidos a la ATPasa
en membranas. Sin embargo, las preparaciones de membranas, a
diferencia de la enzima pura, oOntienen muchas enzimas capaces
de utilizar nucleótidos (por ejemplo, adenilato quinasa, nu­
cleótido difosfato quinasa, polinucleótido fosforilasa). De
aqui que muchos cambios observados cuando los nucleótidos son
incubados con membranasacopladas, no necesariamente ocurren
en ATPasaaislada.

El comportamiento de nucleótidos y su efecto sobre
ATPasa unida a membranano cargada energéticamente, son simi­
lares a los de la ATPasaaislada. Aqui también hay un inter­
cambio lento e incompleto entre los nucleótidos fijos y los
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agregados (96, 97, 107, 127). Si bien se incorporan cantidades
significativas de 2P a nucleótidos unidos a membranacontraria­
mente a lo que ocurre con ATPasaaislada, las cantidades son
relativamente pequeñas (menor del 10%) comparadas a la incor­

32P bajo condiciones en las que está cargada ener­poración de
géticamente. Probablemente, esto es debido a que se produce
algún aporte de energia durante la incubación o, aúnïï?8)durante
la extracción de los nucleótidos unidos. Es dificil obtener
ATPasa unida a membranalibre de nucleótidos ya que estos mues­
tran una afinidad más marcada por 1a enzima unida a membrana que
por la enzima aislada. De todos modos, esto se ha intentado en
particulas submitocondriales (129) y en cloroplastos (110, 130).

Mecanismode la fosforilación

Aceptor inicial de fosfato: En fosforilación, el principal pro­
ducto es ATPy, tanto en mitocondrias (131) como en clorOplas­
tos (132), el agregado de ADPy 32
la posición Y, comoproducto inicial. La fosforilación parece­

P da lugar a ATP marcado en

ria; asi, ocurrir comosimple reversión de la ATPasausando sólo
sitios enzimáticos simples a los cuales el ADPlibre y el Pi
se unen y combinan para dar ATP.

La presencia de nucleótidos unidos a sitios de la ATPasa,
sugiere la posibilidad de una ruta más compleja para que ocurra
fosforilación. El haber encontrado reacciones de transfosfori­
lación asociadas con ATPasaaislada (100, 121 - 124) y formación
dependiente de energia de ADPy ATPmarcados en posición B, en
los sitios fijos sobre la ATPasaunida a membrana(después de
la incubación con 32P) (96, 97, 133 - 135), sugiere la combina­
ción de AMPy Pi produciendo ADPfuertemente unido, en un estado
inicial de la fosforilación (100, 135, 136). Este ADPtransfe­
riria su grupo fosfato terminal a otra molécula de ADP,formando
ATPmarcado en 1a posición U y el AMPseria liberado de la enzi­



ma. Así, sólo aparecería en solución ATPmarcado m1X. El concepto
equivocadode esta teoria se evidencia por la falta de nucleótidos
marcados en posición B unidos a la ATPasa, en preparaciones fosfori­
lantes de R. rubrum (137, 138).

Estudios recientes sobre la cinética de fosforilación en el
rango de los milisegundos, también sugieren que el AMPno es el acop­
tor inicial de fosfato. Usandouna transición ácido-base (139, 140),
fosforilación inducida por flash (119) en cloroplastos de espinaca,
fosforilación producida por oxidación de succinato en particulas
submitocondriales (141, 142) o fosforilación inducida por luz conti­
nua en cloroplastos de lechuga (94), se vio que la marcación de ATP
y ADPpor 32P en posición B fue mucho más baja que en la fosforila­
ción normal, si bien se obtuvo una baja cantidad de moles de ATP
por mol de ATPasa. Además, no se observó fosforilación de ADPagre­
gado (139, 14o).

Se concluye de estos datos que no es probable que el AMP
sea el aceptor inicial de fosfato en la fosforilación acoplada, si
bien la naturaleza de las reacciones involucradas en la marcación B
de ATP y ADPunido a la ATPasa permanece desconocida.

De todo lo dicho surge como conclusión que:
a) En la fosforilación inducida por 1a luz continua en cloroplastos

32P a ADPocurre con la misma rapi­de espinaca, la incorporación de
dez que la fosforilación (142).
b) La reacción no es inhibida por exceso de ADP(107) o ATP (139)
libres, por lo cual se deduce que no procedió a través de estos nu­
cleótidos.
c) Durante la fosforilación, prácticamente todos los ATPobtenidos
estaban marcado en 3. Después de la fosforilación los ATPunidos
estaban marcadosB-X ; no obstante, bajo condiciones fosforilantes
el ATPunido es liberado comouna única.entidad (107, 137).

Estos resultados podrian estar relacionados, si la marcaciónB
tuviera lugar en la ATPasaen condiciones en las que no se le su­
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ministra energia o de desnaturalización de la membrana;

Considerando el ADPfirmemente unido como aceptor ini­
cial de fosfato, se propusieron dos modelos. En el primero,
el ADPunido es fosforilado a ATPunido, el que transfiere su
grupo fosfato al ADPlibre. Este modelo surge a raiz de la
estabilidad que tiene el ATPunido a la incubación con ADP
(107) y 1a liberación del ATPunido preformado en la membrana
cuando se suministra energia (110, 133, 137, 143, 144). En cl
segundo modelo, el ADPunido es fosforilado antes que el ADP
agregado, formando ATP, el cual es entonces liberado. Esto no
se puede comprobar ya que el ADPunido se equilibra con el
ADPagregado más rápidamente de lo que ocurre la fosforilación
'(145).

Aporte de energia durante la sintesis de ATP

Hasta el momento, es poco lo que se sabe acerca de
cómola energia liberada en el transporte de electrones es
usada para la síntesis de ATP. Los estudios realizados han
puesto mayor énfasis en descubrir cómola energia es transfe­
rida desde las reacciones productoras de energia a los sitios
de síntesis de ATPy 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)
c) por una cadena de uniones no covalentes (20)..

De cualquiera de estas formas, se suponía que la ener­
gia era directamente transferida y usada para formar la unión
anhídrido del ADP-Pi.

Estudios recientes sobre otras ATPasashan alterado
esta situación. Parece probable que muchas, si no todas, nu­

.cleósido trifosfatasas no involucradas en la transferencia di­
recta de fosfato, liberan 1a mayoria de la energia almacenada
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en el ATPcuando este se une a la enzima. Posteriormente, la
hidrólisis y la liberación de ADPinvolucran una pequeña libe­

_ración de energia y son requeridas únicamente para poder con­
tinuar con la reacción en curso (148 - 150).

El descubrimiento de ATPfirmemente unido sobre ATPasa
ac0plada, estable a la incubación bajo condiciones en las oue
no se suministra energia, sugirió a Slater y col. (104) que el
ATPunido representaba un bajo estado de energia y asi, por
analogía con lo dicho anteriormente, el aporte de energia en
fosforilación acoplada estaria comprometidoen la liberación
de los nucleótidos, más que en su sintesis. Esta conclusión
lleva a pensar que el ATPfirmemente unido está en un sitio
involucrado en la fosforilación normal. A1 menos, algún ATP
(0.5 a 1.0 mol/mol de ATPasa) marcado durante los estados ini­
ciales de fosforilación está "fuertemente unido" a la ATPasa
(no expuesto a la hexoquinasa en presencia de glucosa) (94,
130, 145).

Los intentos de probar las etapas de formación de la
unión ADP-Pi, por estudios de reacciones de intercambio de
nucleótidos en particulas submitocondriales, condujeron a
Boyer y col. (142, 151, 152) a la conclusión de que la utiliza­
.ción de energia se produjo en la etapa de liberación de ATPde
1a ATPasa. Ellos mostraron que las reacciones de intercambio

que involucran liberación de ATP (ATP ===32Pi, ATP == H2180)
fueron sensibles a los desaCOplantes, mientras que reacciones
de intercambio intermediarias (Pi:=fb
liberación de ATPfueren insensibles, aún aquellas que presu­

180) que no requieren

miblemente requieren ruptura de la unión ADP-Pi. Por otro lado,
si la sintesis del ATPsobre la ATPasaes termodinámicamente
espontánea, se podria esperar que la formación de ATPa partir
de ADPy Pi y la incorporación de H218
significativamente altas en la Superficie de la enzima, en au­

O en el ATPunido serian



sencia de aporte.energético. Ambasreacciones han sido demos­
tradas en miosina (153). Estas no ocurren en ATPasaaislada,

.aún cuando los nucleótidos unidos sean extraídos de la enzima
(122), lo que puede ser debido a una modificación de la ATPasa
al ser separada de la membrana.

Transferencia de energia desde las reacciones que la producen
hasta los sitios de sintesis de ATP

El primer postulado de la teoria quimiosmótica (10)
consideraba que los H+_se translocaban a través de la membrana
y formaban un cúmulo de H4'dentro de una vesícula cerrada. De
esta forma la pmf ejercía su efecto a través de la membrana.
Por otro lado, Williams (146, 154) ha postulado que los gra­
dientes que conducena la fosforilación están realmente cn la
membrana. Una breve discusión de los puntos en común fueron
resumidos por Williams (159):
a) Los cloroplastos utilizan energia_luminosa y las mitocondrias
energia de reacciones de oxidación para producir gradientes dc
carga. Este se forma por la separación de I-I+de los electrones,
y la membranalimita la difusión para prevenir la recombinación.
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 H+ / OH-.
c) Hay una etapa final en la cual se produce ATPa través del
flujo de Hú'en la membranay esta etapa utiliza CF.
d) Los desacoplantes son agentes que equilibran los H+a través
de la membranay asi anulan la pmf.
e) No son necesarios intermediarios quimicos de alta energia.

La diferencia entre las hipótesis de Williams y de
Mitchell es que este último piensa que los H+se liberan en el
estroma, produciendo un gradiente a través de la membrana(de
aqui el término quimiosmosis), mientras que Williams cree que



el gradiente efectivo está en la membrana.Un problema que la "hipó­
tesis del protón localizado" de Williams tiene que tratar, es la
conductividad del H+ de la_membranadel cloroplasto. No existen datos
definidos sobre lo lejos y lo rápido que los H+pueden ser conducidos
en una membrana lipidica, o sobre la dimensión del cúmulo de H+, o
cómoestos podrian estar localizados.

Si las recientes sugerencias (155, 156) sobre la localización
del CF en regiones no comprimidas de lamelas de cloroplastos son co­
rrectas, entonces los H+localizados deben ser capaces de viajar a
esta región y acumularse allí. La demostración (157, 158) de que las
moléculas de sustrato difunden sólo lentamente en los espacios inter­
tilacoides, sugiere que esta distribución de CFes posible y que di­
chos sustratos tienen rápido acceso al estroma a través del CF.

Grebanier y Jagendorf (159) han mostrado que hay una pobla­
ción c0múnde CF útil comointermediario de alta energia, cs decir,
no hay una molécula especifica de CF asociada con cada sitio de con­
servación de energia. De estos datos y del hecho de que la fosfori­
lación aparece luego de un periodo después del transporte de elec­
trones (160), parecería que la etapa de translocación de I-I+- trans­
ferencia de electrones y la de la sintesis de ATPestán separadas en
el tiempo y en el espacio. Pero esta separación podría ocurrir, o
bien por el mecanismode Mitchell, o por el de Williams. En-cualquic­
ra de las dos alternativas actúa un gradiente de H+que ha sido me­
dido a través de las membranasy puede conducir a la fosforilación.
Es posible que actúen comoreserva de energia potencial y que se
mantengan en equilibrio con el gradiente en la membrana. Es posible
también que en el caso de muycorto periodo de fosforilación (por
ejemplo, flashes de intensidad de luz en cloroplastos) un gradiente
en la membranapodria ser suficiente para producir fosforilación en
el estado estacionario. Ambosautores están de acuerdo sobre la na­
turaleza de la fuerza conductora de la fosforilación.
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3.4. Modelos de sintesis de ATP

Se han demostrado cambios conformacionales de CF debidos
a estados energéticos, usando intercambio cOn tritio (161) y más
recientemente, por medición de la arilación de grupos amonio
expuestos a la iluminación (162). Estos cambios conformacionrlcfi,
postulados conjuntamente con la demostración de sitios unidos a
nucleótidos sobre CFy con los resultados de reacciones de inter­
cambio de fosfato y oxigeno, condujeron a Boyer (151) a postular
la "hipótesis conformacional". Este esquemasuqiere que el crec­
to de la pmf es inducir cambios conformacionales en el CF, el
cual modifica la afinidad de los sitios de unión por adenilnu­
cleótidos y fosfato. En este modelola fosforilación requiere
etapas de energia hasta la liberación de ATPdel CF. Boyer pro­
pone un mecanismode "sitios cataliticos alternativos", En este
la membranacargada energéticamente causa un cambio conforma­
cional en el CF el cual produce la liberación de ATPprefonnado
firmemente unido y 1a unión fuerte del ADPy del Pi que previa­
mente se encontraban lábilmente unidos al CF. Este suministro
de energia es entonces capaz de formar ATPa partir del ADPy
Pi firmemente unidos. Este tipo de mecanismomuestra similitud
con el de "protein group transfer hydrationü que trata de expli­
car de cierta manera la catálisis enzimática (163, 164). Aqui
se sugiere que el incremento de la velocidad de las reacciones
producido por las enzimas, podria deberse a la transferencia
exernónica de grupos de proteinas entre el interior hidrofóbico
de 1a enzima y la interfase agua-enzima durante el paso de acti­
vación de la catálisis. Esas transferencias bajarian la energia
libre del complejo activado, aumentandoasi su posibilidad de
formación. Este es un posible mecanismode sintesis de ATPpero,
comoen el caso anterior, no está clara la resolución del proble­
ma de cómo se forma el ATP. '

Una teoriaaalternativa es la de Mitchell (165) que habla
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sobre el mecanismode translocación del grupo 0 -. Esta idea (apli­
cada tanto a mitocondrias comoa cloroplastos) :ugiere la existencia
de un canal conductor de H+a través de la región hidrofóbica dc la
membrana, que actúa convirtiendo el componente Ny de la pmf en el
ApH. Esto provee una actividad alta de I-I+al sitio activo del CF.
El ADP,con la carga periférica de los oxigenos neutralizados por
Mg2+

reacción es conducida en la dirección de la sintesis (deshidratación)
por las actividades de I-I+y OH' locales (Fig. l). Este modelo invo­
lucra sólo un nucleótido unido al sitio de la ATPasay ha sido moti­

o por grupos ionizados en el sitio activo, se unen a este. La

vo de controversia (166, 167), pero postula una senda quimica para
la sintesis de ATP.

Se han prOpuesto otros modelos que inVolucran ATP (o ADP)
firmemente unidos comointermediarios de alta energia. Estos nucloó­
tidos pueden transferir su fosfato terminal al ADPagregado. En cstc

'modelo E-ATPbes equivalente a E'vP en la hipótesis quimica de la
fosforilación (147). Bachofeny col. (168, 169) sugirieron un esque­
ma en el cual la energia almacenada en el ATPunido puede ser pro­
ducida por hidrólisis "in situ" y usada para deshidratar ADPy Pi
en un sitio diferente de la enzima (Fig. 2). Sin embargo, en ambos
casos el complejo E-ATPpodria ser menos estable que E4'ATP libre
y se podria esperar una disociación espontánea (hidrólisis) de E­
ATP, lo cual no parece ocurrir. Según Williams (14), la etapa que
requiere energia en la sintesis de ATPpodria ser la de la libera­
ción de agua del sitio activo de la ATPasa. El equilibrio ADPi-Pi

==t ATP+ H2Oestá desplazado hacia la derecha debido a que el agua
se une al H+ para formar 1130+en un sitio próximo; estos 1130+asi
formados entran en la fase acuosa (Fig. 3). Este esquema requiere
que la formación de 1a unión, ocurra en una región no polar.

Un modelo que incorpora cambios conformacionales es el de
Koslov (170) (Fig. 4). El ATPse forma a partir de ADPy Pi en un
sitio hidrofóhico utilizando H+y un canal protón/hidronio. El ADP,
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Pi y Mg2+son eliminados y el ATPy Hg2+ transportados de sus sitios,
por intermedio de un transportador situado sobre la ATPasa, usando
ATcomo fuente de energia.

Slater y col. (104, 171) y Boyer y col. (147, 151) presenta­
ron modelos en los cuales la etapa que requiere energia es la libe­
ración de ATP. En estas hipótesis (Fig. 5) (97, 172), se tienen en
cuenta hechos que sugieren que la liberación de ATPdependiente de
energía está ligada al ADPunido (97, 133, 143, 152, 172, 173) y
que dos o más sitios interconvertibles e interactuantes sobre la
ATPasaque posee los nucleótidos unidos, toman parte en las reaccio­
nes de sintesis e hidrólisis de ATP.El suministro de energia a la
ATPasa, en presencia de ADPy Pi, presentes en sitios de unión "a­
biertos", conduce a la liberación de ATPde un sitio cerrado y a la
conversión del sitio abierto en cerrado. Este sitio une ATPmucho
más fuertemente que ADPy Pi, ya que el equilibrio ADPb+Pi'f*ATPb+
HZOestá bien desplazado hacia la derecha. Tanto ATP como ADPno
están ahora en equilibrio con la solución (ADPestá comprometido en
la formación de ATP (143)) pero el H
sentes.

20 y quizás el Pi no están pre­

Estos modelos dan cuenta del ATPfuertemente unido a la
enzima en su estado natural (sin suministro de energia) pero no del
ADPunido, cuyo rol permanece sin explicar. Tampocoestá probado
cuántos de los ATPfirmemente unidos son equivalentes a los ATPin­
termediarios unidos. Este modelo no implica necesariamente un modelo
conformacional de transmisión de energia (20). Los H+, por ejemplo,
podrian alterar la conformaciónenzimática, liberando nucleótidos
unidos (174).

Los perfiles de energia para este modelo están dados en la
Figura 6. Es de notar que la forma inestable II Ex 5:5. puede mover­

. . , , TP
se en dos direc01ones, adelanteEm o atrás, via Ex DP_Pia E ,
siendo acompañadoeste último, por un mayor decrecimiento de energia
libre. Asi para una síntesis continuada de ATP, el ATPunido a esta
forma (II) debe ser evitado; ocurre una cinética irreversible (repre­
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sentada comoAG; en la Figura 6a). Las evidencias para esta posi­
bilidad surgen del estudio de ATPasaaislada ya que se pudo pre­

parar un complejo metaestable Esqüg)incapaz de hidrolizar ATP
(118). Sin embargo, la ATPasa acoplada puede hidrolizar ATPde
ambas formas, aCOplada y desaCOplada. En'una primera aproximación
(teniendo en cuenta sólo los sitios unidos a nucleótidos), la
primera etapa en la actividad de ATPasapodria ser la unión del

ATPal sitio abierto de Eíííá.T ___
energia es liberada en su mayor parte con el ATPunido. Durante

produciendo (Fig. 6b). La

la hidrólisis desaCOpladadel ATP, esta energia es rápidamente
disipada y la hidrólisis involucra sólo el sitio abierto (175).
Durante la hidrólisis del ATPac0p1ado esta energia no es libe­
rada en una etapa simple sino que hay un estado intermediario
(III) en
ADP y Pi
do. Esto
liberada
(97). La
tesis de
involucrada en la unión ATP, y debemos recordar que algunos

el cual ambossitios unidos al ATPson equivalentes.
puedenasi ser liberados del sitio originalmente cerra­
puede ser visto comouna forma de utilizar 1a energia
para efectuar cambios conformaeionales de la proteina
cinética "global" para 1a reversión (es decir, la sin­

ATP) comprometida con la forma II, EïgÉÉEED, no está

intermediarios en la actividad de ATPasapueden no tomar parte
en la sintesis de ATP,si bien se usan los mismossitios activos.

Unaposibilidad interesante que deberia ser considerada
es que un sitio regulatorio de unión a nucleótido altere la ener­
gia de los intermediarios y evite la interacción inhibitoria en­

tre los sitios en EXE::::D.DP-P

Inhibición de la fosforilación
La inhibición de la fosforilación en membranasde cloro­

plastos y cromatóforos producida por acción de la luz en presen­
cia de algunas sustancias, ha dado lugar a estudios con el fin
de determinar la naturaleza de las reacciones que conducen a la
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3.5.1.

3.5.2.

3.5.3.

fotoinactivación.

Inhibición por sulfato. El sulfato es competitivo con el fos­
fato en la fosforilación de clorOplastos (176, 177). Además
de la competición directa con la sintesis de ATP, se ha notado
(178) que la incubación de los cloroplastos con sulfato en la
luz, en presencia de ADPy Mg2+conduce a una inhibición rc­
lativamente irreversible que puede ser evitada por la acción
de desacoplantes.

Inhibición por N-etilggleimida (NEM).La inhibición depen­
diente de la luz de la fotofosforilación por UEM(179) ha sido
explicada comouna exposición, por acción de 1a luz, de gru­
pos SH' del-CF sensibles a1 NEM.Este se uniria al CF provo­
cando la inhibición, la cual no se produce en presencia de
desac0plantes igual que en el caso anterior. Unadiferencia
con la inhibición por sulfato es que la presencia de ADPy
Pi evita completamente esta inhibición. Por el uso de NEH
radioactivo, se vio que la inhibición se producía sobre la
subunidad X ya que la marcación fue recuperada en esta sub­
unidad después de la disociación del CF. Considerando que la
inhibición por NEMocurre debido a un cambio conformacional
que expone otros grupos SH- internos y ya que ADPy Pi prote­
gen contra esta inhibición, es de suponer que estos sustratos
evitan que ocurra ese cambio conformacional.

Inhibición por permanganato. El permanganato se comporta como
el sulfato (180). La inhibición depende de la luz, de la pre­

2 +
sencia de Mg y del ADPy es evitada por la presencia de Pi,
arseniato o NHCl. También en este caso, parece que un grupo4
sensible del CF no está expuesto al anión, a menos que el ADP
esté presente.



3.5.4. Inhibición por PHS. La preiluminación de cromatóforos en pre­
sencia de PMSbajo condiciones no fosforilantes resulta en una
inactivación irreversible (181) de la actividad del CF. El
sitio de inactivación es presumiblemente el CF, en vista de

-que los cromatóforos inactivados conservan su total capacidad
para tomar H+ en la luz.

La fotoinactivación requiere una membranacarnada
energétieamente, que es estimulada por PHS. Esto puede expli­
carse suponiendo que la fotoinactivación ocurre solamente si
durante la preiluminación, en ausencia de ADP,la cantidad de
energia de la membranaexcede un cierto valor. El PHSpodria
ser requerido sólo para dar lugar a que la carga energética

de la membrana,inducida por la luz, alcance un nivel por enci­
made ese valor. Esto podria asemejarse a la fotoinactivación
por NEHen cloroplastos, que también ocurre predominantemente
cuando la membranaposee un muy alto grado de carga energética
(182). Por otra parte, el.PMSpodria participar directamente
en reacciones que conducen a una fotoinhibición. Si se omiten
los compuestos tales comoADP, Pi 6 Mgz+durante la preilumi­
nación en presencia de PMS,la fotoinhibición que se observa
es semejante, indicando que ninguno de esos compuestos ofrece
una apreciable protección contra la fotoinhibición. Tampoco
el ATPofrece ningún efecto protector.

—« En cloroplastos, la sal de Mg del ADP, más que el
ácido libre probablemente sirva 00m0sustrato durante la foto­
fosforilación y se sugirió que también podría ser el caso en
cromatóforos de R. rubrum (183). Esto explicaría por qué la

2+ o ADPdurante la preiluminación resulta enausencia de Mg
la mismacantidad de fotoinhibición, si se tiene en cuenta que
la fotoinactivación de la actividad enzimática ocurre siempre
que la fotofosforilación está inhibida por carecer de sustrato.

De los resultados que muestran la dependencia de la
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fotofosforilación y 1a fotoinactivación del sistema de fotofosfori­
lación con el pH, surge 1a posibilidad de que esas dos reacciones
procedan via uno o más estados o compuestos intermedios. Estos condu­
cirian a la fotofosforilación o fotoinactivación dependiendode si
los sustratos de 1a fosforilación estén presentes o no. Aceptando
esta hipótesis de trabajo, se puede hacer una serie de especulacio­
nes acerca de la naturaleza de estos intermediarios. Unaposibili­
dad podria ser la de los cambios conformacionales dependientes de
energia que ocurren predominantemente a pH 8.0. También se sugirió
cambios dependientes de energia inducidos por la luz en el conteni­
do de nucleótidos firmemente unidos; se vio que tales cambios ocu­
rrian en cloroplastos (107) y cromatóforos (138, 168, 184).
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1.

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 b cterias4­

El crecimiento se inició a partir de un tubo de células
en punción, se completó el volumen del tubo con medio liquido y
se incubó a 309Gcon iluminación continua; una vez crecido (3 ­
4 dias), se transfirió este cultivo a frascos de 50.ml de capaci­
dad, de alli a frascos de 500 ml, que se usa comoinóculo para
crecer mayores volúmenes.

Cosecha de las células y preparación de las membranasaconladas

.Las células se cosecharon por centrifugación en una cen­
trífuga Sorvall a 18.000 g, a 520; durante lO minutos.

Estas células, una vez sedimentadas, se lavaron resus­
pendiéndolas en buffer Tris-ClH 50 mMpH 8.0.

En general, se obtuvieron 6 gr de peso húmedode células
por litro de cultivo. Se centrifugaron nuevamentea la mismavelo­
cidad y se resuspendieron en Tris-ClH 50 mMpH 8.0, conteniendo

2.5 mM012Mg. Estas células, asi lavadas, se pueden mantener con­
geladas (-709C) durante varios meses.

Para procesarlas, se las llevó a una concentración apro­
ximada de 200 mg de peso húmedo de células por ml de buffer. Esta
concentración resultó experimentalmente óptima para proceder a la
ruptura de las células por sonicación, en un oscilador ultrasónico
Branson (Modelo w 185), a 150 Wats, durante l minuto.

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



ximadamente 50-60%). Con mayor tiempo de sonicación, se obtiene
mayor rendimiento, pero se comprobó experimentalmente que ese
tiempo era el óptimo para mantener la integridad funcional de la
membrana.

El extracto de células rotas asi obtenido se centrifunó
a 18.000 g, durante lO minutos, para eliminar las células enteras
y trozos grandes de membrana.

El sobrenadante de la centrifugación anterior se centri­
funó nuevamente a 144.000 n, durante 90 minutos. Se obtuvo, asi,
un precipitado que contuvo la mayoria del pigmento original y un
sobrenadante en el cual se encontraron algunas proteinas i pig­
mentos solubles. El precipitado es la fracción cromatofórica cruda.
Para separar totalmente de esta fracción sustancias que se encuen­
tran en el eitOplasmacelular (enzimas, nucleótidos, etc.), los
cromatóforos resuspendidos en_Tris-ClH 50 mmpH 8.0, Claüg 2,5 mn,
se centrifugaron sobre una solución de sacarosa al 20%en el mismo
buffer (manteniendo una relación de suspensión de cromatóforos a
solución de sacarosa de aproximadamente 20%en volumen) a 144.000
g, durante 90 minutos. Asi se obtuvo la membranaaceplada (Ha)
que se resuspendió, en el mismobuffer, conteniendo glicerol al
50%, en un volumen adecuado, de tal forma que quedara una concen­
tración de bacterioclorofila dellmg/ml-aproximadamente.Esta pre­
paración permanece activa por varias semanas, si se mantiene ao
Preparación de membranasdesacooladas

Se siguió el método descripto por Gromet-Elhanan (186).
Se preparó membrana aceplada (Ma) como se indicó previamente. El
precipitado obtenido luego de la centrifugación sobre sacarosa,
se resuspendió en Trieina 50 mMpH 7.5, sacarosa 0.25 M, Clzng
4smMa una concentración de 0.4 mg Bchl/ml. Se agregó ATPhasta
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una concentración final de 8 mMy un volumen igual de ClLi 4 M
disuelto en el mismobuffer, de manera que resultó: Tricina 50 mn
pH 7.5, sacarosa 0.25 M, ATP 4 mm, Cl Mg 4 mmy ClLi 2M, con una
concentración de Bchl de 0.2 mg/ml. Se mantuvo durante 30 minutos
a 49C con agitación suave. Esta suspensión se centrifugó a 100.000
a durante 90 minutos. El precipitado se lavó por resuspensión y
centrifugación con tricina 100 mmpH 7.5, sacarosa 0.25 H, man­
teniendo la concentración de Bchl constante. El precipitado obte­
nido se resuspendió finalmente en tricina 1 mmpH 7.5, glicerol
1:1 a 1 mg Bchl/ml.

acoplamiento—_—Obtención del ¿actor de

A partir de un polvo acetónico.

a. Preparación del polvoggpetónico.

Se siguió el método descripto por Baccarini-Melandri y
col. (187). Se partió de membranaacaplada, obtenida de acuerdo
con lo descripto anteriormente, que contenía 70 mg de Bchl apro­
ximadamente. La membrana resuspendida en buffer Tris-ClH 50 mn

pH 8.0, C12
nes de acetona fria (-2090); 1a proteina se filtró a través de

Mg2.5 mM,se agregó lentamente, agitando,a 20 volúme­

papel WhatmanN91. El polvo acetónico obtenido se secó a tempera­
tura ambiente hasta eliminar totalmente 1a acetona. Este puede
guardarse en desecador a vacio a -2OQCdurante varios dias, sin
que pierda actividad enzimática.

b. Extracción con Tris-ClH 50 EN pH 8.0, ATP45:QH.

El polvo acetónico anterior se resuspendió en Tris-ClH
50 mMpH 8.0, ATP 4 mMa temperatura ambiente en un homogeneizador
con émbolo de teflón, se dejó en contacto durante 30 minutos con
agitación suave, se centrifugó a 25.000 g durante veinte minutos.
El sobrenadante se mantuvo en frio y se sometió el precipitado a
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una segunda extracción en iguales condiciones que la anterior, se cen­
trifugó nuevamente, el sobrenadante que se obtuvo se juntó con el an­
terior y se descartó el precipitado. Se comprobóeXperimentalmente
que dos extracciones fueron suficientes ya que, en una tercera, se
'obtuvo una actividad enzimática muybaja. Los sobrenadantes fueron
sometidos a una centrífuaación a alta velocidad (100.000 g durante
30 minutos), con el fin de obtener un sobrenadante limpido.

c. Precipitación fraccionada con sulfato de amonio.

El sobrenadante anterior se sometió a una precipitación frac­
cionada con sulfato de amonio sólido, entre O y 60%de saturación,
fraccionando cada 5%. Se comprobó, de esta manera, que recién al 40%
de saturación comenzóa obtenerse precipitado. Por lo cual se anali­
zaron las fracciones que precipitaron entre 40 - 45%, 45 - 50%, 50 ­
55%, 55 - 60%. La mayor parte de la actividad enzimática buscada se
encontró en las fracciones que precipitaron entre 45 y 55%de satura­
ción de sulfato de amonio.

Después de la precipitación se centrifugó a 25.000 g durante
50 minutos y el precipitado se resuspendió en Tris 50 mMpH 8.0, ATP
4 mMa una concentración de 10 mg de prot./ml.

d. Filtración en gel a través de Sepharosa QE.

La preparación enzimática obtenida en el paso anterior se
pasó a través de una columna de Sepharosa 6B (2 cm de diámetro inter­
no por 50 cm de altura) equilibrada con el mismobuffer. La velocidad
de corrida se reguló a un flujo de 20 m1 por hora aproximadamente}
recogiendo fracciones de 2 m1por tubo en un colector de fracciones
LKB,y el registro de perfil de proteinas (280 nm) se realizó durante
la corrida en un registrador Uvicord conectado al colector. Las corri­
das se efectuaron siempre a una temperatura de 109G. Las fracciones
seleccionadas por su actividad de ATPasa(descripto en el parágrafo
11) fueron juntadas y precipitadas con sulfato de amonio entre 45-55%
de saturación. Se centrifugó y el precipitado se resuspendió en el
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buffer usado anteriormente a una concentración de 4 mg de proteí­
na/ml. Se guardó a -209C hasta el momentode usarlo.

A partir de una extracción con ClLi.

El sobrenadante obtenido luego de desacoplar los croma­
tóforos con ClLi (extracto-ClLi) se precipitó con sulfato de
amonio a1 60%de saturación. Se dejó en baño de hielo durante
dos horas, se centrifuqó a 25.000 g durante 50 minutos. El pre­
cipitado se redisolvió en tricina 50 mHpH 7.6, ATP4 m”, Clofiq
4 mfi, a una concentración de 1 mg de proteina/m1. En una alícuo­
ta (desalificada por pasaje a través de una columna de Sephadcx
G50, eluida con el mismobuffer) se midió la actividad de rea­
c0ple, que se consideró como 100%. El resto de la solución de
CF se SOmetióa una precipitación fraccionada con sulfato de ano­
nio hasta 30%de saturación, se centrifugó y descartó el preci­
pitado. El sobrenadante se llevó al 60%de saturación y el pre­
cipitado obtenido se redisolvió en el buffer usado anteriormente
a una concentración de 10 mg de proteina/m1. Para medir su acti­
vidad de reac0p1e se desalificó por pasaje a través de una colum­
na de Sephadex G50 eluida con el mismobuffer. El CF asi obteni­
do se guardó a -2090 hasta el momentode su uso. Eventualmente,
se lo sometió a una posterior purificación por pasaje a través
de una columna de Sepharosa 6B, eluida con el buffer descripto
arriba.

Preparación de membranadesacoplada y factor de acoplamiento a
partir de membranasinhibidag por preiluminaciónl en presencia
de PMS .

Previamente a la preparación de la Mdy del CF, la Ha
fue preiluminada en una mezcla que contenía BOC/¿molesde Tris­
ClH pH 8.0 55/amoles de Cleg, 3.75/1moles de PMSy SOC/ag de
Bchl en un volumen final de 10 m1, a 30°C, durante 5 minutos,
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con una intensidad luminosa dc 1.5 106 erz/cn2.scq.N Se proceso
entre 45-50 mgde Dchl. Luego'de la proiluminación, se ccntrifu­
nó la membrana a 144.000 g durante 90 minutos, se lavó
ClH SO m”, pH 8.0, 2.5 m? Cloflg para eliminar el PIS y
pitado se resuspendió cn el buffer que contenía Clli 2Kusado

con Tris­
el nrcci­

nara preparar Hd (oarázrafo 4) y CF (parágrafo 5.2

Prcnarnción de membranarcaconlnda.

Los cronatóforos desaconlados (Hd) fueron proincuhndos
en la oscuridad a 2590 durante 25 minutos con CF v Cl,ïn. La1 , _ j

mezcla de reacción utilizada durante la preincubación fue: Tri­
30 pH 7.5, 01253

volumen de 0.2 m1 al que
cinn 25 mfi, AT“ 3 mï, glucosa 18 m“, en un

se afirehó cromatóforos que contenían
entre 10 y 15 un de Bchl y una cantidad adecuada de CF, tal como
fue descripto en la referencia 186.

Ïcdición de la fotofosforilación.

En memb‘nna acoplada

La fotofosforilación fue llevada a cabo por adición de
Na, conteniendo entre 10 y 30 ug de Bchl (obtenida como indica
el parágrafo 3) a l m1 de la mezcla de dilución que contenía

18 wnoles de30 umoles de tricina pH 8.0, 3.7 umoles de C1 Hg,2
glucosa, 1.7 umolcs de ADP, 2.0 umoles de fosfato

510

de levadura y 50 nmoles de PHS.

con una acti­
vidad csnecifica de 7.5 x cpm/umol Pi, 0.1 mg de hexoquinasn

La incubación se llevó a cabo
r‘ O

bajo condiciones de luz saturante (2.5 x 10° erg/cm“.seq sobre
la superficie de los tubos) a 309G, durante periodos de tiempo
variables. Se detuvo la reacción con el agregado de SOul de TCAal
al 50/7o

el sobrenadante, por el método de Avron (132).
Se centrifugó y la incorporación de P se determinó en
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8.2. En membranas reaco lsdas

La actividad de fotofosforilación de las particulas
reconstituidas (parágrafo 7) se midió después de diluir la mez­
cla de reacción (en la cual se efectuó el reacOplc, 0.2 ml) a
1.5 m1, de manera de obtener las siguientes concentraciones

finales: tricina 30 mHpH 8.0, 012Mg 3.6 mMglucosa 13 mH, ADP
1.6 mn, P04I12K 3.3 mí-‘I,que contenía 32P (5 x 1o6 cpm.//ht‘.'¡ol) PÏTS
50/(H y 0.15 mg de hexoquinasa. Se incubó durante tiempos varia­
bles bajo condiciones de luz saturante. La reacción se cortó con
0.1 m1 de TCAal 50%y en el sobrenadante, luego de centrífugar,
se-determinó incorporación de fosfato y radioactividad comoen
Ha.

Análisis de los productos de fotofosforilación.
La reacción de fotofosforilación fue detenida por agre­

gado de 75/L1 de ácido perclórico al 50%, por cada m1 de mues­
tra. Se centrifugó a baja velocidad, el sobrenadante se eluyó
a través de una pequeña columna de carbón actiVado (5 mmde
diámetro por 3 mmde altura). se lavó con ácido perclórico 5%
para eliminar los productos marcados que no fueran nucleótidos
(Pi, PPi, y/o glu-G-P) hasta que no se detectó radioactiVidad
en el eluido (aproximadamente 5 ml), se lavó con 1.0 ml de C1U
10 mMpara eliminar el perclórico. Los nucleótidos se eluyeron
con 4 m1 de etanol 50%, NH 2%. El NH3 3
por evaporación en un evaporador rotatorio. La recuperación de

y el etanol se eliminaron

los nucleótidos fue del 90%, comprobadoésto experimentalmente,
por calibración de la columna, con cantidades conocidas de nu­
cleótidos. La solución acuosa de nucleótidos resultante fue pa­
sada a través de una columna de Dowexl Cl- (0.7 x 22 cm). La
elución se llevó a cabo pasando a través de la columna: a) 20 ml
de ClH 10 mM,b) 60 ml de un gradiente lineal de 0 - 200 mn de
ClNa en ClH lO mMy c) 30 ml de ClNa 500 mM en ClH lO mM. En
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10.

ll.

12.

todos los casos se recogieron fracciones de l m1, que fueron me­
didas a 260 nm en un espectrofotómetro (para 1a localización de
los nucleótidos) o a las que se determinó su radioactividad en
un contador líquido de centelleo.

Purificación de nucleótidos marcados.t
'D

Los nucleótidos 832P-ADPfo2P-ATP fueron recuperados
comoproductos fotofosforilación, usándose comosustratos AD?
Y32P‘J
BszP-ADPy Pi. Las fracciones que contenían los nucleótidos bus­

'39
’“P-ATPcuando la reacción se realizó en presencia de

cados fueron procesadas comose indica arriba. La solución res­
tante se liofilizó y el polvo que se obtuvo se guardó congelado
hasta el momentode su uso. La recuperación de los nucleótidos
fue del 75-80%.

Determinación de la actividad de ATPasa.

La actividad de ATPasa fue determinada en 0.8 m1 de una
40/tmoles de Tris-ClH pH 8QO, lltmol de

012Ca o Cl2 Mg, según el caso, a la que se
variables de muestra cuya actividad se de­

mezcla que contenía:
ATP, y 3.0;¿moles de
agregaron cantidades

el
general, lO a 20 minutos) y la temperatura de incubación, de
seaba determinar; tiempo de incubación fue variable (por lo

3090. Cumplido el tiempo de incubación, se detuvo la reacción
por el agregado de 80/¿1 de TCAal 50%. Se centrifugó para eli­
minar la proteína precipitada,en el sobrenadante se determinó
fosfato (parágrafo 22).

Determinación de 1a actividad de ATPaggy de fotofosforilación
en experimentos paralelos.

La membrana (12 - 15¡ug de Bchl) fue resuspendida en 0.8
ml de una mezcla que contenía 4/umoles de Tris-ClH del pH deseado
según el experimento, 3.0¡1moles de C12Mgy 70/ag de sulfato de
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13.

protamina. Los tubos fueron incubados a 309G, durante 5 minutos,
y luego centrifugados a baja velocidad permitiendo, de esta manc­
ra, separar pequeñas cantidades de membranaque no precipitan en
esas condiciones. El precipitado fue resuspendido en 1.0 ml del
mismobuffer Tris-Mg, pero sin sulfato de protamina, conteniendo
50 nmoles de PHSy 0.62 amoles de F-CCP. Eventualmente, se agre­
gó fosfato a una concentración final de 2.0 mm.Las muestras
fueron preincubadas bajo las condiciones requeridas según el
experimento y la reacción detenida, sumergiendo los tubos cn un
baño de hielo en oscuridad. Inmediatamente después se agrenó
70/’n de sulfato de protamina y se centrifugó a baja velocidad.
El precipitado obtenido fue lavado superficialmente con Tris­
C1H 50 mMpH 8.0, Cl2
buffer y centrifugado nuevamentea baja velocidad. El precipitado

Hg 3.0 mn frio, resuspendido en el mismo

fue resuspendido finalmente en 0.8 ml de una mezcla que contenía

40/¿mol de tricina pH 8.0, 3.0 Mmoles de CIZMg, de PMS
y 0.62 umoles de F-CCP. La reacción de ATPasa comenzó por el

50 nmoles

agregado de 1.0/amol de ATP, fue incubada a 309G durante 5 minu­
tos, en la oscuridad, y detenida agregando Bo/kl de TCAal 50%
frío.

La actividad de fotofosforilación en estos experimentos
paralelos fue determinada usando las mismas membranaslavadas,
en la mismamezcla y condiciones descriptas en el parágrafo 8.1.

Medición de la reducción de NAD+L7degendientede energia.

La fotoreducción de NAD+fue medida en cubetas anaeróbi­
cas a 309G. La mezcla utilizada para la reacción fue: Tris-Clï
50 mMpH 8.0, Clzflg 1.o mm, NAD+0.67 mM, albúmina de suero bovi­
no 1.0 mg/ml, 15-20}¿g de Bchl/ml, succinato de sodio 3.3 mu y
PMSaipmn la mezcla de reacción, excepto el succinato de sodio
y la membrana, se colocó en los tubos de Thunberg, en el brazo
lateral se puso la cantidad adecuada de membranay de succinato



14.

de sodio, se hizo vacio, se mezeló el contenido del tubo con el
del brazo lateral en oscuridad y la reacción se desencadenó con
luz saturante (2.5 x 105 erg/em2.seg sobre la superficie de los
tubos) durante tiempos variables dependiendo del experimento.
Se midió la aparición de NADHespectrofotométrieamente a 340 nm.

En el caso de medir la reducción de NAD+dependiente de
1a energia provista por ATPen oscuridad, se utilizó la misma
mezcla de reacción, sólo que en el brazo lateral se colocó ATP
2 mMen lugar de suecinato de sodio. La reacción se desencadenó
mezclando el contenido del tubo con el del brazo lateral. Se
incubó en oscuridad a 3090, durante tiempos variables y el HADH
formado se detectó comofue descripto arriba.

Medición de la sintesis oscura de ATP

Esta reacción se realizó en dos etapasi una en la cual
1a membranase cargó energétieamente con luz (o eventualmente
con ATPen oscuridad) y la otra en 1a que se produjo la sinte­
sis de ATPen oscuridad, a expensas de 1a energia acumulada en
la primera etapa.

La mezcla de reacción usada en la primera etapa fue:

trieina 1.32 mm, C12Mg5.3 mm, suecinato de sodio 0.33 mm, PÜS
50/4M, CNK0.5 mMy cromatóforos que contenían 40}¿g de Bchl
en un volumen final de 0.65 ml. Según el experimento, para es­
timular la sintesis oscura de ATPse agregó SCNNa10 mn y el
pH se ajustó a 7.7 eon OHNa,o valinomieina 1.0/¿M y ClK 100 má
a pH 6.0 (ajustado con ácido málico) 6 7.3 (ajustado con OHHa),
según el caso. La mezcla de reacción usada en la segunda etapa
(oscuridad) fue: Tricina-OHNa 40 mmpH 8.0, fosfato de sodio
0.7 mHque contenía 32P (2 x 107
20 mm, 15 mg de hexoquinasa y eventualmente valinomicina 1.QMHy
100 mMde CLKen un volumen final de 0.35 m1. Se detuvo la reaep
ción por el agregado de 80;41 de TCAal 50%. DeSpués de centrifugnr

a 0.5 m1 de sobrenadante se agregó 0.05 m1 de SO4H2lo}; Las mues­

cpm/ mol), ADP0.36 mu, glucosa
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16.

tras fueron calentadas durante 10 minutos a 10090 (para hidroli­
32P-ADP,proveniente del intercambio ADP- 32? en oscuri­

dad, catalizado por la polinucleótido fosforilasa) y luego se
determinó la incorporación de fósforo por el método de Avron
(parágrafo 16).

zar el

Exnerimentos de cambio de pH.

La membrana (8 - 10}¿g de Bchl en Tris-ClH 50 mn pH 8.0,

Clzfig 2.5 mM)fue resuspendida en 0.85m1fle1manezcla que contenía:
1.65 nmoles de tricina, 3.3}Lmoles de 012Mgy 50 nmoles de PHS.
Para algunos experimentos se agregó PO4H2Ka una concentración
final de 2.0 mM.En presencia de fosfato el pH inicial resultante
fue 5.6 y 6.5 en su ausencia, en cada caso el pH fue ajustado al
valor deseado según el experimento, por agregado de ácido malcico
o OHNa. Luego de preiluminar las membranas al pH deseado, e1 cam­
bio de pH se realizó en 1a oscuridad por un posterior agregado
instantáneo de 1a cantidad adecuada de ácido maleico o OHNa.La
cantidad de ácido o álcali a agregar para producir el cambio de
pH, se midió previamente en un experimento separado. En todos los
casos el pHdurante la fotofosforilación fue 8.0 y la me2c1ausa­
da, la habitual.

Medición de radioactividad e incorporación de fosfato marcado.

Para ensayar la incorporación del 32P al ATP, se-siguió
el método descripto por Avron (132). A 0.5 m1 del sobrenadante,
se le agregan 1.0 m1 de acetona, 1.5 ml de agua saturada con iso­
butanol-bencenolflqLSKQ de molibdato de amonio'(50 gr de molibdato

de amonio disueltos en 108.5 ml de SO4H2
1000 m1 con agua). 5.0 m1 de isobutanol-benceno 1:1 saturado con

concentrado, llevado a

agua. Se agita durante 15 segundos y después de formada la inter­
fase entre ambascapas, se descarta la superior y a la inferior
se le agrega 0.02 ml de P04H2K20 mM(para diluir el fósforo li­



bre radioactivo y permitir su extracción total) y se reextrae con
5.0 m1de isobutanol-benceno 1:1 saturado con agua. Se agita v1­
gorosamente y se elimina la fase superior, 1.0 m1de la capa infe­
rior se cuenta en un contador liquido de centelleo. Las cuentas
totales se determinan tomandolO/Ll del sobrenadante desproteini­
zado, completado con agua a 10 m1 y contado en un contador liqui­
do de centelleo. El valor corregido para cada muestra de reacción
se obtiene restando a las cpmde la muestra incubada a la luz,
el valor correspondiente de cpmdel control incubado en oscuri­
dad. Los/¿moles de ATPformados fueron calculados por la siguien­
te ecuación:

(cpm)c . 3.5 . vt .[lmoles Pi
jkmoles ATP a

V _.. (cpm).T . V1‘ C

donde:

(cpm)c = cpm del extraido a la luz menos el control en oscuridad.
3.5 a es el volumen total de la fase acuosa; 0.5 m1 de muestra,

1.5 m1 de agua saturada con isobutanol-benceno, 1.5 m1 de
molibdato de amonio.

Vt = volumen total del tubo de reacción incluido el volumen del
TCAagregado.

¡lnoles Pi =/umoles de Pi totales en cada tubo
Vr = volumen usado para la extracción.

(cpm)T = cpm totales.
Vc = volumen usado para contar.

La radioactividad se determinó en un contador liquido de
centelleo midiendo 1a radiación Cerenkovdel fosfato radioaetivo
(188).

17. Electroforesis en gel de poliacrilamida.
Se usó el méfibdo de Weber y Osborn (189) sólo que el buffer
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19.

20.

21.

usado fue tris 50 mHpH 8.0 y la concentración de persulfato de
amonio fue disminuida a 1a mitad.

Las muestras para 1a corrida electroforética fueron tra­
tadas con SDS 1% y mercaptoetanol 1% en tris - ClH 50 mMpH: 8.0
y calentadas en un baño de agua a lOORCdurante 5 minutos para
lograr su total disociación.

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

Reacción de hexoquinasa.

La reacción de hexoquinasa fue llevada a cabo en un volu­
men final de 3.0 m1 conteniendo: 25(1mol Tris pH 8.0, 61.61cmoles

de glucosa, 1.5/¿moles 012Mgy 15 unidades de hexoquinasav canti­
dades variables de ATP. La incubación se hizo a 309G por 20 minu­
tos. La reacción se detuvo rápidamente enfriando a 09C e inmedia­
tamente se procesó pasándola a través de una columna de intercam­
bio iónico, comofue descripto en el parágrafo 9.

Determinación de azúcar reductor.

Se usó el método de SOmogy-Nelsonpara ubicar la presen­
cia de glucosa-6P en las corridas a través de Dowex1 01-.

Determinación de proteina.

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

Determinación de Bchl.

Se determinó de acuerdo con el método descripto por
Clayton (191), usando un coeficiente de extinción milimolar de
75.
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22. Determinación de Pi.

El fósforo inorgánico se determinó por el método colori­
métrico de Taussky y Shorr (192). A 1.0 ml del sobrenadante des­
proteinizado se agregó 0.7 m1del reactivo molibdato de amonio­
sulfato ferroso, se incubó l minuto a 309Gy se leyó su absor­
bancia a 660 nm. Se hizo una curva patrón en iguales condiciones
que la mezcla de reacción, con cantidades de fosfato variables.

El reactivo molibdato de amonio-sulfato ferroso se pre­
paró fresco en el momentode usar. A 10 ml de molibdato de amonio
10%en ácido sulfúrico lON llevado aproximadamente a 90 m1 con

agua destilada, se agregaron 5 gr de SO4Fe,se agitó hasta total
disolución de los cristales y se ajustó a un volumenfinal de
100 ml con agua destilada.
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1.

RESULTADOS

Estudios de caracterización sobre el mecanismode fotofosforila­
ción en bacterias.

El mecanismode sintesis de ATPdurante la fosforilación
fotosintética no es todavia totalmente conocido. Se sabe, sin
embargo, que es necesaria una proteina, llamada factor ac0p1ante,
para acoplar la sintesis de ATP_altransporte de electrones.

Dado
la formación

que se han pr0puesto varios mecanismospara explicar
de ATPa partir de los sustratos ADPy Pi, es impor­

tante diseñar experimentosque permitan contribuir al esclareci­
miento de este mecanismo.Para ello es necesario medir y estudiar
previamente algunos parámetros que posibilitan la elección de las
condiciones óptimas de trabajo y ayudan a ampliar el conocimiento
sobre este proceso en bacterias fotosintéticas, tomandocomoejem­
plo R. rubrum.

_Fotofosforilación en función de la concentración de Pfisgy Bchl.

Con el fin de encontrar la concentración óptima de PHS
que permita obtener un valor adecuado de actividad de fotofosfo­
rilación, se midió esta a diferentes concentraciones de PMSman­
teniendo constante la concentración de Bchl.

La curva de actividad de fotofosforilación (expresada
en umoles de Pi incorporado/h.mgr.Bchl), en función de la concen­
tración de PMS,se muestra en la Fig. 7.

Se observa una curva con dos fases bien definidas; la
primera, de mayor pendiente, se obtiene a concentraciones de PMS
que van de 0 a 50 pM y 1a segunda, entre 50 y 300 HMque fue la
mayor concentración de PMSutilizada en este experimento.

De acuerdo con este gráfico, se eligió 50 gMcomo concen­
tración óptima ya que era la concentración que daba la mayor ac­
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Fiaura 7:
Actividad de fotofosforilación_a diferentes concentraciones de PPS.
La concentración de Bchl es lO pg/ml. La actividad de fotofosfori­
lación se mide luego de 2 minutos ge incubación. La intensidad de1a luz utilizada es 2 x 106 erg/cm .seg. sobre la superficie de los
tubos. Todas las demáscondiciones están descriptas en "Materiales
y Métodos".
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tividad de fotofosforilación de 1a primera fase de la curva. Es
decir, donde la actividad aumenta más rápidamente en función de.
1a concentración de PMS.

Asimismo,resultó interesante saber cómovaria la acti­
vidad de fotofosforilaéión en función de la concentración de
BChlo

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

Se ve que cuanto menor es la concentración de Bchl mayor
es la actividad de fotofosforilación obtenida, disminuyendoen
forma casi lineal al aumentar la concentración de Bchl.

Este experimento se repitió a mayores concentraciones de
PHS (entre 100 pM y 200 pM) obteniéndose resultados similares,
sólo que las pendientes son cada vez menores al aumentar la con­
centración de PMS.

Cinética de la fotofosforilación.

En la Fig. 9 se observa la variación de la actividad de
fotofosforilación en presencia de ADPy Pi agregados, en función
del tiempo de incubación a la luz, entre lO segundos y 5 minutos.

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

De acuerdo con estos resultados, para los experimentos
posteriores se elige 1 minuto comotiempo de iluminación, ya que

321a incorporación de P que se obtiene es apreciable y la velo­
cidad de fotofosforilación es muycercana a la máxima.

Resultados de un experimento semejante, pero en ausencia
de ADP, se muestran en la Fi . 10, donde se ve que la cinética

32
de incorporación de P es semejante a la de la Fig. 9, sólo que
los valores de actividad son sustancialmente menores debido a la
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Fiñura 8:
Actividad de fotofosforilación a diferentes concentraciones de Bchl.
La concentración de PMSes 50 HM.La actividad de fotofosforilación
se mide luego de l minuto ds incubación. La intensidad de la luzutiliZada es 2 x 10‘ erg/cm .seg. sobre la superficie de los tubos.
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Cinética de 1a reacción de fotófosforilación. La concentración de
Bchl es de 10 ug/ml. La concentración de PMSusaga es 50 un. La 1n­tensidad de la luz utilizada es 2.5 x 106 arg/mn .seg. sobre la su­
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Finura 10:
Cinética de la reacción de fotofosforilación sin el agregado de ADP
exógeno. La concentración de Bchl es 30 ug/ml. La concentración de
PHSus‘da es 50 HH. La intensidad de la luz utilizada es 2 x lO
era/cm .seg. sobre la superficie de los tubos. Todas las demás con­
diciones están descriptas en "Materiales y Métodos".
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baja concentración de ADPdisponible, lo que posiblemente lo co­
.loque por debajo del Km.

Determinación del ngpara ADPy para fosfato.

En la Fig. 11 está representada la inversa de la veloci­
dad de fotofosforilación (l/v) en función de la inversa de la
concentración de ADP(l/s), obteniéndose de este gráfico un valor
de Kmpara ADPde 0.55 mM,para una concentración constante de
Pi de 2 mM.

De la misma forma se determina el Kmpara fosfato, cuyos
resultados se muestran en la Fig. 12. De aqui se obtiene un valor
de Kmpara Pi de 0.71 mM,para una concentración constante de ADP
de 2 mM.

Acción de algunos inhibidores y desacoglantes.

Comoinhibidor de la transferencia de energia en estos
experimentos se utiliza oligomicina en concentraciones entre O
y 10 uMy como desac0p1antes de 1a fotofosforilación se usa C1­
CCPentre 0 y 40 HMen concentración final.

Las Figs. 13 y 14 muestran los porcentajes de actividad
remanente (considerando como100%la actividad de fotofosforila­
ción en ausencia del inhibidor) en función de las concentraciones
de oligomicina y Cl-CCP, respectivamente.

En el caso de oligomicina (Fig. 13), se observa que hasta
una concentración aproximada de 4 HMla disminución de la activi­
dad de fotofosforilación es lineal Conla concentración de inhi­
bidor y muypronunciada; a mayores concentraciones de oligomicina
la disminución de la actividad es menor.

Del gráfico se deduce que se obtiene el 50%de actividad
remanente cuando 1a concentración de oligomicina es de 3.4 HM.
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Finura 11:
Determinación del Kmpara ADP. La concentración de Bchl es 25 pg/ml.
La concentración de PMSes 50 um. La actividad de fotofosforilación
se mide luego de 1 miguto de incubación; La intensidad de la luzutilizada es 2.5 x 10 erg/cm2.seg. sobre 1a superficie de los tu­
bos. Todas las demáscondiciones están descriptas en "Materiales y
Métodos".
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Fiqura 12:
Determinación del Kmpara fosfato. La concentración de Bchl'utiliza­
da es de 30 ug/ml. La concentración de PHSutiliZada es de 50 un.
La actividad de fotofosforilación se mide luego de 2 minutos de in­
cubación. La intensidad de 1a iluminación es de 2 x 106 erg/cm2.seg.
sobre la superficie de los tubos. Todas las demáscondiciones están
descriptas en "Materiales y Métodos".
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Figura 13:
Acción de la Oligomicina sobré la actividad de fotofosforilación.
La concentración de Bchl utilizada es de 12 ug/ml. La concentra­
ción de PMSes de 50 uM. La intensidad de la luz utilizada es 2.5
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les de ATP/h.mgBohl.'Todas las demás cendiciones están descriptas
en "Materiales y Métodos".

La actividad en el control es de 430 nmo­
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Cuando se usa Cl-CCP (Fin. 14) se ve que, hasta una con­
centración de 10 uMde desac0plante, la caida de la actividad re­
manente es muypronunciada y casi lineal con 1a concentración de
Cl-CCP, alcanzando un 75%de inhibición; a concentraciones tales
como 20 uM, se alcanza un valor cercano a1 90% que se mantiene
casi constante aumentandola concentración de desacoplante. En
este caso, el 50%de inhibición se obtiene cuando 1a concentra­
ción de Cl-CCP es aproximadamente 711M.

Separación y análisis de los productos de fotofosforilación.
Debido a las controversias que todavia existen sobre el

mecanismode fotofosforilación en bacterias fotosintéticas, resul­
ta importante investigar y analizar los productos que se obtienen
durante este proceso, comouna manera de contribuir al esclare­
cimiento de su mecanismo.

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

Para separar los distintos productos (ATP, Glu-6P y ADP)
se utiliza una cromatografía de intercambio iónico (Dowex1 01-)
que se eluye con un gradiente continuo de ClNa, comoestá indica­
do en "Materiales y Métodos".

Para determinar 1a ubicación de cada uno de los productos
en el eluido de la columna, se 1a calibra con nucleótidos patro­
nes en corridas separadas (AMP,ADPy ATP; 1 uMol de cada uno en
un volumen de 1 m1), glucosa 6P (1 umol/ml) y 32Pi (con una acti­
vidad eSpecifica de 3.5 x 105 cpm/1Jmol).

El perfil que se obtiene se muestra en la Fig. 15, donde
se representa gráficamente absorbancia a 260 nmpara los nucleo­
tidos, absorbancia a 660 nmpara Glu-GP (determinado por el méto­
do de Somogy-Nelson)Y radioactividad para 32Pi, en función del
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Fiqura 14:
Acción del Cl-CCPsobre la actividad de fotofosíorilación. La con­
centración de Bchl es de 12 ng/ml. La concentración de PHSutili­
zada es de 50 HH. La actividad de fotofosforilación se mide luego
de 1 mingto de igcubación. La intensidad de la iluminación es de2.5 x 10 erg/cm .seg. sobre la superficie de los tubos. La activi­
dad en el control es de 480 vmoles ATP/h.mg Bchl. Todas las demás
condiciones están descriptas en "Materiales y Métodos".
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Fiñura 15:
Calibración de la columna de Dowex101-. La concentración de Glu-SP
y de los nuclcótidos utilizadas es de 1 un. Todas las demás condi­
ciones están descriptas en "Materiales y Métodos".
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número de fracciones.

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

Este experimento se hace en dos etapas:
a) En 1a cual se separan los productos obtenidos que inCorporaron

radioactividad.
b) donde se analiza la posición de la marcación en el ATPradioac­

tivo obtenido.

En un primer experimento la fotofosforilación se lleva a ca­
bo utilizando comosustratos 32? y ADP.

Va Separación de los productos

El perfil de radioactividad que se obtiene en este caso se
muestra en la Fig. 16, donde se observa un pico muypequeño en la
zona del ADP.No se detecta la presencia de 32Pi (sustrato de la
reacción) que no reaccionó, ya que éste fue separado de los nucleó­
tidos en la elución a través de la columna de carbón activado (como
se indica detalladamente en "Materiales y Métodos"). En todos los
casos, una vez finalizada la reacción, se agregó a las muestras 1
umol de nucleótidos no marcados para evitar que, al obtenerse canti­
dades muypequeñas de productos, estas queden retenidas en la colum­
nao

En general, en todos los experimentos realizados, el 90%de
la radioactividad se detecta en el ATP.

b) Análisis de la posición de la marcación en el ATP

E1 ATP, recuperado como se indica en "Materiales y Métodos",
se expone a la acción de la hexoquinasa en presencia de glucosa, con
el fin de localizar las posiciones de sus fosfatos marcados.

El perfil de radioactividad en función del númerode fraccio­
nes obtenido luego de la cromatografía de intercambio iónico, se pue­
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sustratos AD?y Pi) de una columna de Dowex1 Cl“. Las condiciones
empleadas están detalladas en "Materiales y Métodos".
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de ver en 1a Fig. 17. Aqui se observa que el 97%de la radioactivi­
dad se detecta en la zona de 1a Glu-6P, lo cual indica que un 97%
de la radioactividad se incorporó en el fosfato en posición Ï del
ATP.

Este resultado concuerda perfectamente con el esperado, te­
niendo en cuenta la hipótesis corrientemente aceptada de una adición
directa del Pi a1 ADPpara dar ATP:

32 32
ADP +' Pi ==e x P-ATP

Sin embargo, considerando los trabajos de Roy y Moudrianakis (100,
136) y Horak y Zalik (193), quienes postularon que el AMP,en algu­
na medida, podria intervenir en el mecanismode fotofosforilación
comoaceptor inicial de fosfato (a través de una serie de reaccio­
nes entre las que figura una transfosforilación entre ADPunido y
libre), se ve que este resultado también puede ser explicado tenien­
do en cuenta ese mecanismo.

Para discernir entre estas dos posibilidades, la reacción
de fotofosforilación se lleva a cabo entre 332P—ADPy Pi no marcado.

El procedimiento seguido es completamente semejante a1 uti­
lizado en el caso anterior (con ADPy 32Pi).

En la Fig. 18 se muestra la distribución de radioactividad
en función del número de fracciones, donde se ve un pico principal
correspondiente a1 832P-ADPque no reaccionó, y un pico de radicac­
tividad más pequeño en la zona del ATP.

Los resultados del análisis de las fracciones correspondien­
tes a la zona del ATP, por exposición a la acción de la hexoquinasa
en presencia de glucosa, se muestran en la Fig. 19. Se observa que
un 90%de 1a radioactividad se localiza en la zona del ADPy apro­
ximadamente el 10%restante se encuentra en la zona de la glucosa­
6Pi.

- 71 ­



le6P

20­

—¡ m
l

RADIOACÏIVIDAD(cpmx103)

ADP

r 1 I
.1 . ïfï'o. l

30 1.0 SO 60 70 80

FRACCION NUMERO

Fidura 17:
Productos obtenidos por 1a reacción de hexoquinasa (¿TP proveniente
de ADPz Pi), eluidos de una columna de Dowexl Cl . Las condicio­
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Perfil de Sáución de los productos de fotofosforilación (usando comosustratos P-ADP y P1) de una columna de Dowex 1 C1 . Las condicio­
nes empleadas están descriptas en "Materiales y Métodos".
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Proggctos obtenidos por la reacción de hexoquinasa (ATPprovenientede P-ADP+ Pi), eluidos de una columna de Dowexl Cl". Las condi­
ciones empleadas están descriptas en "Materiales y Métodos".
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2.

2.1.

2.1.1.

Inhibición de la fotofosforilación en presencia de PHS

La preiluminación de cromatóforos de R. rubrum en pre­
sencia de PNSinhibe la fotofosforilación cuando no están pre­
sentes los sustratos de fosforilación (181). En la segundapar­
te de esta investigación se trata de determinar la naturaleza
de las reacciones que conducen a la fotoinactivación, con el
fin de poder relacionar este fenómenocon el proceso de foto­
fosforilación.

Estudios sobre algunos parámetros gue caracterizan la fotoin­
hibición por PHS.

Cinética de la fotoinaptivación.
En estos experimentos, previamente a la fotofosforila­

ción, los cromatóforos en la mezcla de reacción, pero en ausen­
cia de ADPy Pi, se incuban a 30°C en la luz durante tiempos
variables (en este caso_entre 10 segundos y 3 minutos), ter­
minado el cual se le inyecta ADPy P para desencadenar la
reacción de fotofosforilación (comoestá descripto en "Hate­
riales y Métodos").

La F13. 20 muestra la cinética de fotoinhibición de
la fotofosforilación en presencia de PMS,para concentraciones
de Bchl entre 10 y 30 ug. Es interesante destacar que para pe­
queñas concentraciones de Bchl (8-12 pg), en las condiciones
en las que se hizo este ensayo, se observa una pequeña fase
lag, durante la cual la inhibición es muybaja. Luego de apro­
ximadamente l minuto de preiluminación se alcanza un valor que
se mantiene constante al aumentar el tiempo de preincubación
a la luz. Para concentraciones mayores de Bchl (16-20¡Jg), si
bien la forma de la curva es semejante; se observa para tiem­
pos cortos de preiluminación, valores de actividad por encima
del control, y sólo a tiempos mayores se puede detectar la in­
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Cinética de la fotoinhibición a diferentes concentraciones de Bchl.
La concentración de PHSutilizada es de 50 un. La intensidad de la
luz usada es 2.5 x 10 erg/cm2.seg. sobre la superficie de los tubos.
El tiempo de incubación durante el cual se mide la reacción de foto­
fosforilación es 1 minuto. Todas las demás_condiciones están descrip­
tas en "Materiales y Métodos".
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2.1.2..

2.1.3.

hibición aunque el valor máximoalcanzado es sustancialmente
menor.

Esta activación de la actividad de fotofosforilación,
que puede alcanzar hasta un 20%, posiblemente se deba a un
reordenamiento del estado de óxido-reducción de los transpor­
tadores de electrones. Sin embargo, para concentraciones aún
mayores de Bchl (32 ug), la curva que se obtiene indica una
activación constante aún preiluminando varios minutos.

Para calcular el porcentaje de inhibición, se efec­
túan controles en los cuales las muestras se incuban en las
mismas condiciones, pero en la oscuridad.

En un experimento semejante se midió la fotoinactiva­
ción de membranas en ausencia de ADPexógeno. Se obtienen va­
lores de fotoinhibición que alcanzan a un 35%con respecto al
control a partir de los 20 segundos de preiluminación, valor
que se mantiene constante aumentando el tiempo de preincuba­
ción en la luz.

Preiluminación de los cromatóforos en ausencia de PMS

Cuando los cromatóforos se preiluminan en ausencia
de PMSy de los sustratos de fotofosforilación, ADPy Pi, se
observa un aumentode la actividad de fotofosforilación con_
el tiempo de preiluminación, hasta aproximadamente los 2 minu­
tos. En este caso, comoel PMSno está presente en la preilu­
minación, se lo agrega Junto con el ADPy 32Pi en el momento
de desencadenar la reacción de fotofosforilación.

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

FotOinhibición en función de 1a concentración de PHS

Cuando se preiluminan cromatóforos que contienen con­
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Fiïura 21:
Activación de los cromatóforos por preiluminación en ausencia de PHS.
La concentración de Bchl utilizada es de 40 ug/ml. La concentración
de PHSutilizada en la reacción de fotofosforilación es de 50 uN.
La actividad de fotofosforilación en el control es 32011molesATP/h.
mg. Bchl. La igtensidad de la luz utilizada durante todo el procesoes de 2.5 x lO erg/cm2.seg. sobre la superficie de los tubos. La
actividad de fotofosforilación se mide luego de l minuto de incuba­
ción. Todas las demáscondiciones están descriptas en "Materiales
y Métodos".



2.1.4.

2.1.50

centraciones pequeñas de Bchl (10-20 ug/ml), se observa que
el porcentaje de inhibición es independiente de 1a concentra­
ción de PHSentre 50 y 200 un y el valor es de alrededor del
70%cuando los tiempos de preiluminación superan los 2 minutos.

A medida que se aumenta la concentración de Bchl se
observa que son necesarias mayores concentraciones de PMSpara
aumentar la inhibición.

Los
la Fin. 22.__.í¿__—

resultados de estos experimentos se muestran en

Efecto de la presencia de fosfato y de magnesio en la preilu­
minación, sobre la fotoinactivación.

La presencia o ausencia de fosfato o magnesio en la
preiluminación cuando ésta se realiza a1 mismopH que la foto­
fosforilación (pH:8.0) (más adelante se describirán experimen­
tos realizados a otros pH), no modifica los porcentajes de in­
hibición obtenidos, comose_muestra en la Tabla I.

Efecto de reacciones dependientes de energia, sobre la inhi­
bición de la fotofosforilación

Está bien demostrado (181) que la presencia de los
sustratos de fotofosforilación evitan completamente1a foto­

'inhibición, disipando continuamente la energia y aumentando
1a velocidad de recambio de la forma del CF en una configura­
ción de alta energia.

Se prueba, entonces, el efecto de otras reacciones
que también son dependientes de energia, comopor ejemplo la
_fotoreducción de NAD+,y que provocarán sin duda alguna, lo
mismo que el ADPy Pi, una acumulación contínua de energia.

La Tabla II muestra el efecto de la preiluminación en
presencia de PMSsobre la reducción dependiente de energia del
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Fiwura 22:
Fotoinhibición a diferentes concentraciones de PHSpara distintas
concentraciones de Bchl. La concentración de PMSse ajusta en to­
dos loscasos a 200 un. La actividad de fotofosforilación se mide
luego de 1 minuto de incubación. La intensidad de la luz utilizada
tantg en la fotoinhibición comoen 1a fotofosforilación es de 2.5x 10 erg/cm2.seg. sobre la superficie de los tubos. Todas las
demás condiciones están descriptas en "Materiales y Métodos".



+ . + oNAD. La reducción de NAD se efectua en presencia de succinato, y
1a energia necesaria para que ocurra la reacción puede ser provista
por la luz o por ATP. r

Tabla I

Acción de 1a presencia o ausencia de fosfato-y/o magnesio en 1a pre­
iluminación, sobre la fotoinhibición.

ActiVidad-en "moles Pi/h.mg Bchl

Condiciones de la Preincubación Preincubación Porcentaje de
preiluminación en oscuridad en luz inhibición

PHS + “¿2+ + Pi 590 177 7o

PMS-+ Mgg+ — Pi 600 168 72

PMS - Mg2+ + Pi 587 194 67

PMS - Mg2+ — Pi 602 187 69

En todos los casos se usan lO ug de Bchl/ml, la concentración final
de PMSusada es de 50 LM,las muestras se preiluminan durante 2 mi­
nutos, la intensidad de luz utilizada, tanto para 1a2preiluminación
comopara la fotofosforilación, es de 2 x 10 erg/cm .Eeg, sobre la
supergicie del recipiente que contiene la mezcla de reacción. Cuando
el Hg + o el fosfato están aussates durante la preiluminación, estos
son agregados Junto con ADPy Pi en el momento de desencadenar 1areacción de fotofosforilación.

De los resultados de 1a_Tab1a II se ve que mientras la reduc­
ción de NAD+inducida por la luz se inhibe sólo un 50%, la reacción
suplementada por ATPestá un 100%inhibida, lo cual indica que en
este caso no se produce ninguna acumulación de energia provista por
el ATP.

Para probar si la fotoreducción de NAD+producía algún efec­
to protector sobre 1a fotofosforilación inhibida por preiluminación
con PMS,se utilizó este sistema durante 1a preiluminación de la



siguiente manera:

En una primera etapa se preiluminan los cromatóforos en pre­
sencia de PMS,succinato y NADten cubetas anaeróbicas, a una alícuo­
ta se le agrega ADPy Pi para medir la actividad de fotofosforilación
en esas condiciones.

En una segunda etapa, se recupera la membranaque fue utili­
zada en la etapa anterior, se lava y nuevamentese mide fotofosfori­
lación en presencia de succinato, NAD+y PMS,para que sea perfecta­

_mente comparable con los resultados de la primera etapa.
Los resultados obtenidos en este experimento, se muestran

en 1a Tabla III

Acción del mas sobre la .fotoreducción de NAD+

Actividad ­
( moles NADHformado/h.mg Bchl

Pretratamiento Energia provista por Energía provista por
de la membrana ATP la luz

Ninguno 8.0 25.9
Iluminación con
50 uN PHS 0.0 11.3

La concentración de Bchl utilizada es de 20113/m1, el tiempo de
iluminación previo es en ambos casos de 3 minutos. Cuando la ener­
gia es provista por la luz, el tiempo de incubación es de 4 minu­
tos. Todas las demáscondiciones de este ensayo están descriptas
en "Materiales y Métodos".

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



M
Efecto de NAD+y succingto sobre la fotoingptivación de la fotofos­
forilación

Pretratamiento Adición a 1a mezcla Fotofosforilación
de la membrana de incubación lueno\ Porcentaje de ac­

del pretratamiento tividad remanente

Primera etana

A. Ninguno 50 un PHS # Succ. 100

13. Ninguno 50 un PHS + NAD+ 100
+ Succ.

C. 3 min. luz * Ninguna 36
50 HW PHS * Succ

D. 3 min. luz * 50 KM Ninguna 27
PMS“ Succ + NAD

Segunda etapa

Membrana A. recup.
después LIP y lavada 50 HMPMS* Succ. 100

Membrana B. recup. *
después LIP y lavada 50 HMPMS * NAD* Succ. 100

Membrana C. recup.
después LIP y lavada 50 MMPHS * Succ. 42

Membrana D. recup. .
después LIP y lavada 50 ¡1MPMS + NADH Succ. 84

La actividad de fotofosforilación (LIP) es de 450 umoles ATP/h.
mg Bchl. El ADPy el Pi se agregan después de cada pretratamiento,
2 seg. antes de prender la luz. La intensidad de luz durante la
preiluminación y la fotofosforilación es de 2.5 x 10 erg/cm2.seg.
sobre la superficie de los tubos. La cantidad de Bchl usada por
ensayo es de 20 pg. '



2.2.1.

2.2.2.

En los resultados de la Tabla III se observa, en la
primera etapa, una inhibición de un 65-70%debido a la prei­
lwninación de las membranas en presencia de NAD’, succinato
y PHS. Esta inhibición es parcialmente revertida, si se lavan
las membranascomose indicó antes. En este caso se obtiene
una inhibición de aproximadamente 16%. Esto no ocurre en el
control, en el cual se omite el I-IAD+durante la preiluminnción,
observándose que se mantiene un nivel de inhibición de alrede­
dor de 60%.

Es evidente, entonces, que la preiluminación en pre­
sencia del sistema de fotoreducción del ¡FAD+produce una pro­
tección contra el proceso de fotoinhibición.

Factores externos que afectan la Dreiluminación en oresencia
de PHS

Efectos de nucleótidos sobre la fotoinhihición

Para saber si los nucleótidos tienen algún efecto pro­
tector sobre 1a fotoinactivación de los cromatóforos. se los
preilumina en presencia de PHS y AMP, ADPó ATP.

Los datos obtenidos en este experimento se muestran
en la Tabla IV.

Comose ve, la presencia de nucleótidos en la preilu­
minación no tiene ningún efecto sobre la fotoinhibición.

Acción de la oreiluminación con PHSen presencia de sales so­
bre la fotofosforilación

Con el fin de estudiar el efecto que produce la pre­
sencia de sales durante la preilüminación con PNS, se diagra­
mó el siguiente experimento: Utilizando ClNH4, SCHNay ClNa,
cuyos efectos sobre la membranacargada energéticamente son
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Tabla IV

Efecto de nucleótidos sobre 1a fotoinactivación de cromatóforos

Actividad (ümoles Pi/h.mg Bchl)

Condiciones Incubación en Incubación en Porcentaje de
de preilum. oscuridad la luz inhibición

PHS 490 205 58

PMS + AMP 500 230 54

PNS + ADP 485 200 59
PHS + ATP 440 210 52

La cantidad de Bchl utilizada es de 20 un Bchl/ml, el tiempo de
preiluminación es de 3 minutos, la reacción de fotofosforilación se
lleva a cabo ingubando las muestras 3 minutos a la luz a una inten­sidad de 2 x lO erg/cm2.seg., sobre la superficie de los tubos. La
concentración de nucleótidos es de 1 umol/ml.

bien conocidos, se preiluminan los cromatófonxsdurante tiempos va­
riables hasta 1 minuto, en presencia de PMSy en presencia y ausen-,
cia de estas sales, suministrando energia a 1a membranamediante dos
fuentes distintas: a) con luz y b) con ATP.
a) UtiliZando luz comofuente de energia

Los resultados obtenidos en estos experimentos se muestran

en la Tabla V. Se observa que tanto 1a presencia de CLI-JH4como de
SCN_en la preiluminación con PMSreducen el porcentaje de fotoin­
hibición, mientras que el ClNano modifica el porcentaje de fotoin­
hibición producido en su ausencia.

Es importante recordar que el C1Nano produce ninguna modi­

ficación en e1.ApH+(64), mientras que la adición de ClNI-I4ó SCNNa
decrecen el pmf en un 15-20%. Comose recordará, esto se debe a que

el ClNH4actúa sobre las membranascargadas energéticamente disipan­

- 85 _



Tabla V

Acción de sustancias que afectan AW6 ApHen la preiluminación sobre
la actividad de fotofosforilación

Adiciones durante Tiempode pre- Actividad umoles Inhibición

la preiluminación iluminación ATP/h.mgBchl (ü)seg.

PHS 50 HM 0 605 O
10 556 8
20 514 15
30 351 41
60 240 60

Pï-IS 50 uM +

CLNI-I4 10 mM O 590 O10 580 2
20 566 4
30 _ 530 lO
60 531 lO

PI'IS 50 11M 4'
SCNNa 10 mM 0 558 O

10 540 3
20 513 8
30? 474 15
60 418 25

PHS 50 HM +
ClNa 10 mM O 598 O

10 526 12
20 436 27
30 287 52
60 221 63

La concentración de Bchl usada es 15 ug/ml. El tiempo durante el que
se midió la actividad de fotofosforilación es 1 minuto. La intensi­
dad utilizada en la-preiluminación y en la fotofosforilacióh es
2.5 x 10 erg/cm2.segi, sobre la superficie de los tubos.
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2.2.3.

do el ApH,mientras que el scm' lo hace disipando el AW.

b) Utilizando ATPcomo fuente de energia.

El experimento fue realizado de la siguiente manera:
h,smma

6 ClHa en la mezcla de reacción sin ADPy Pi, se dejan trans­
Los cromatóforos se ponen en presencia de ATPy/o ClNI

currir 30 segundos (tiempo durante el cual se supone que el
ATPtraslada la membranaa su estado de alta energia en os­
curidad), luego se agrega PHS, se dejan transcurrir también
30 segundos para inducir estabilización en oscuridad y se le
agrega ADPy Pi para que ocurra la reacción de fotofosforila­
ción en forma habitual, incubando a la luz durante l minuto.
Los resultados se pueden ver en la Tabla VI.

Este mismoexperimento se hizo variando el tiempo de
suministro de energia entre 5 y 30 segundos, obteniéndose re­
sultados similares. Dadoel bajo porcentaje de inhibición y
la variabilidad de los resultados, cada determinación se hizo
por quintuplicado promediándose los valores obtenidos.

Comopuede observarse en los datos de la Tabla VI
hay una inhibición pequeña pero constante (aproximadamente
10%) en presencia o ausencia de sales.

Preiluminación de los cromatóforos a diferentes pH en presen­
cia y ausencia de fosfato.

Hasta el momentose ha estudiado la fotoinactivación
de los cromatóforos llevada a cabo al mismo pH en que se en­
cuentra el óptimode fotofosforilación (pH:8.0); es interes. ­
te investigar qué ocurre cuando la preiluminación se realiza
a pH menores ya que, indudablemente, las condiciones ambien­
tales tendrán seguramente un profundo efecto sobre aquellos
procesos que puedan involucrar cambios comformacionales en
proteinas, lo que puede poner en evidencia la ionización de
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Tabla VI

Acción de sustancias que afectan AwoApHagregadas durante la preincubación
(utilizando ATPcomofuente de energía) sobre la actividad de rotofosfori­
lación.

Adiciones durante 1a Adiciones en Actividad Inhibición
preincubación oscuridad nmol Pi/n.mg Bchl (%)

Ninguna PMS 483 1U

Ninguna - S41

CINH4 IO mM PMS 525 10

CINH4 10 ITM - 586
SCNNa 10 ITM PMS 434 7

SCNNa 10 HM - 470

L'lNa 10 11M PMS 442 8

C1Na 10 HM - 480

La concentración de PMSusada en todos los casos es de 50 pH. La concentración
de Bchl utilizada es de 13 ug/ml. La intensidad de 1a luz usada en la fotofos­
forilación es de 2.5 x 10 erg/cm .seg. sobre la superficie de los tubos. El
tiempo durante el cual se midió 1a actividad de fotofosforilación es de 1 mi­
nuto y el de preincubación en oscuridad de 30 segundos.



diferentes grupos activos sobre 1a proteina, los cuales deberán
equilibrarse con los H y OH presentes, en un determinado momen­
to, en el medio externo.

En este tipo de experimentos, el pH a1 que se hace la pre­
iluminación debe ser ajustado muycuidadosamente ya que el buffer
en el que se encuentra resuspendida la membranatiene una relati­
vamente alta concentración de tricina (a pH 8.0), mientras que
ésta es baja en 1a mezcla utilizada para la preiluminación. por
lo cual es necesario ajustar el pH de esta mezcla en presencia de
la membranapara evitar que al desencadenar la reacción, por adre­
-gado de membrana, varie el pH de la mezcla de preiluminación. Esto
se lleva a cabo previamente a1 experimento, por agregado de ácido
maleico o OHNasegún el caso. También se controla que el pH resul­
tante luego de agregar la mezcla de fotofosforilación sea de 8.0,
ya que esta actividad disminuye considerablemente a pH menores,
obteniéndose resultados no comparables.

Los tubos controles para cada pH inicial fueron realizados
en las mismascondiciones descriptas. con la diferencia de que
fueron incubados en la oscuridad. Los valores de fotofosforilación
obtenidos para los controles s0n independientes del pH de la mezcla
de incubación inicial.

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

Cuandoel fosfato está presente en la mezcla de preilumi­
nación,-a pHbajos (entre 5 y 6) se observa. una marcada protec­
ción de la fotoinactivación comparadocon lo que ocurre cuando el
fosfato está ausente. Entre pH=6.0y pH=8.0. el porcentaje de in­
hibición se hace independiente de la presencia de fosfato en la
preiluminación. En amboscasos, se nota un aumento del porcentaje
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Finura 23:
Fotoinhibición a diferentes pHen presencia y ausencia de fosfato.
La concentración de Bchl utilizada es de 10 ug/ml. La actividad de
fotofosforilación se mide luego de 1 minuto de incubación. El tiem­
po de preiluminación de los cromatóforos en presencia de PNSes dc
Zminutos. La intgnsidad de la luz utilizada durante todo el proce­so es de 2.5 x 10 crg/cm2.seg. sobre la superficie de los tubos.

Todas las demás condiciones están descriptas en "Materiales y Mé­
todos".
. . En ausencia de fosfato

En presencia de 2.0 mMde fosfato.o————-0
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2.2.5.

de inhibición 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 fotoinhibición a
pH altos x bajos

Debido a que la presencia de fosfato durante.1a pre­
iluminación a pH bajos ofrece una marcada protección con res­
pecto a los resultados obtenidos a pH8.0, resulta importante
estudiar de qué forma es afectada la cinética de la fotoin­
hibición en estas condiciones.

En la Fig. 24 se muestran los resultados obtenidos
en estos experimentos. Se puede ver que la presencia de fos­
fato en la mezcla de preiluminación produce un considerable
cambioen la cinética de la fotoinhibición, a diferencia de
lo que ocurre a pH:8.0 donde la presencia de fosfato durante
la preiluminación no influye en los valores de actividad re­
manente obtenidos. En ambos casos (a pH altos y bajos) se no­
ta que a medida que se aumenta el tiempo de preiluminación,
la inhibición obtenida es mayor; también se observa que las
curvas tienden a aproximarse para tiempos grandes de preilu­
minación (mayores que 5 minutos). Es decir, que la influencia
del fosfato en 1a preiluminación a tiempos cortos y a pH ba­
jos se hace mucho menos notable aumentando el tiempo de pre­
iluminación.

Relación de la fotoinhibición con la concentración de fosfato
presente en la preiluminación a pHbajos

Por los experimentos anteriores queda confirmada 1a
protección que ejerce el fosfato en 1a preiluminación a pH
bajos. Comola concentración utilizada en todos los experi­
mentos anteriores es de 2 mM,es importante investigar el
efecto que ejercen cantidades menores de fosfato; asi, se
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-fflurc 24:
Efecto del fosfato sobre le cinética-de la fotoinhibición a pHaltos
y bajos. La actividad de fotofosforilación del control es 670pmolcs
ATPformedo/h.mg Bchl. La concentración de Dchl usada cs de 10 pf/ïl.
La intensidad de luz durante la prciluminación y la fotofosforilación
es 2.5 x 106 era/cm .seg. sobre la superficie de los tubos. La con­
centración de PHSutilizada es 50 fll. “‘ L° , ‘ r “ ’ 4‘
ZEEÉEEÉBBy se mide la actividad de fotofosforilación luego de l mi­
nuto de incubación. Todas las demás condiciones están descriptas en
"Materiales y Métodos".
nH:5.0
l ¡En ausencia de fosfato.
A———AEnpresencia de 2.0 mMdeïfOSfato.

n!ï:8.0
o -cEn ausencia de fosfato.
0-—wEnpresencia de 2.0 mHde fosfato.



probaron concentraciones que van desde 0 hasta 2 m3. En todos
los casos la concentración final de fosfato en la fotofosfo­
rilación es ajustada a 2 mn. Para cada determinación se hace
un control en las mismas condiciones, pero incubado en la os­
curidad.

Los resultados obtenidos se muestran en la Fin. 25.
Se observa que el efecto protector del fosfato, cuando está
presente en 1a mezcla de preiluminación, se evidencia aún a
concentraciones tan bajas como0.02 mn, notándose una caida
abrupta en el porcentaje de inhibición hasta concentraciones
de 0.05 mMde fosfato. A partir de este valor y hasta lmHse
nota una disminución de la inhibición menos marcada, pero
continua, que se hace constante a partir de l mN.

Preiluainación en presencia de un deanOQlante sobre las ac­
tividades de ATPasay fotofosforilación a pH altos y bajos

Teniendo en cuenta los experimentos anteriores, es
evidente la diferencia de inhibición de la fotofosforilación
que existe a pH altos y bajos, en presencia o ausencia de fos­
fato. Es de interés conocer cómoresponde la actividad de
ATPasa inducida por desac0plantes (no la ATPasa oscura) a
estos mismosfactores externos. Supuestamente, esta actividad
es producida por la mismaenzima que lleva a cabo la fotofos­
forilación.

En la Tabla VII se muestran los resultados obtenidos
cuando se hace una preiluminación de los cromatóforos en pre­

-sencia de desac0plantes a pH altos y bajos y en presencia y
ausencia de fosfato y cómoesta influye sobre la actividad
de ATPasainducida por F-CCPy la de fotofosforilación.

Se observa que mientras la actividad de ATPasa indu­
cida por desac0plantes resulta inhibida aproximadamenteen
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Fidura 25:
Fotoinhibición a pH:5.0 a diferentes concentraciones de fosfato. La
concentración de Bchl utilizada cs de 10 ug/ml. La actividad de fo­
tofosforilación del control es de 590 umoles de ATPformado/h.ng
Bchl. La intensidad de luz utiligada durante la preiluminación y lafotofosforilación es de 2.5 x 10 erg/cm2.seg. sobre la superficie
de los tubos. La concentración de PMSusada es de 50 un. El tiempo
de preiluminación es 2 minutos y se mide la actividad de fotofosfo­
rilación luego de 1 minuto de incubación. En la reacción de fotofos­
forilación la concentración de fosfato se ajusta en todos los casos
a 2.0 mn. Todas las demás ocndiciones están descriptas en "Materia­
les y Métodos". '



Tabla VII

Efecto de la preiluminación en presggcia de F-CCPsobre la fotofos­
forilgpión y la ATPasaactivada por desacoglantes

Porcentaje de inhibición
Adiciones durante la ATPasainducida Fotofosforilación

preiliminaoión por F-CCP

A BH:8.O

PMS * Pi + F-CCP 48.0 0.1
PHS + F-CGP 46.0 0.0

A 9H25.5

PMS + Pi + F-CCP 0.2 0.0
PHS + F-CCP 0.4 0.6

E1 tiempo de preiluminación es de 2 minutos. La actividad
fósforilación del control es de 650 umoles ATP/h.mgBchl.
casos en los que Pi está presente, su cOncentración final
2.0 mm. La actividad de ATPasa inducida por desacoplantes
vmolcs Pi liberado/min.mg Bchl. La intensida de la
preiluminación y fotofosforilación es 2 x 10
centración final de PMSes 50 HM.

_ 94 _

de
En
es
es

uz durante la
erg/cm .seg. La con­



2.2.7.

un 50%a pH:8.0, la fotofosforilación medida en las mismas
condiciones no se inhibe. Sin embargo, a pH:5.0, las dos ac­
tividades se comportan de manera semejante, no produciéndose
inactivación en ninguno de los dos casos. Se observa también
que la presencia de fosfato no produce ninguna modificación
en los valores de inhibición determinados para la actividad
de ATPasa inducida por F-CCP a pH:8.0.

Comoestá indicado en "Materiales y Métodos", en este
experimentose utiliza sulfato de protamina para precipitar
las membranasy poder centrifugarlas a baja velocidad. Esto
experimentalmente hizo que se buscara, previamente, la menor
concentración de sulfato de protamina capaz de precipitar las
membranassin disminuir su actividad de fotofosforilación,
para ser usada en estos experimentos. La relación de mg de
sulfato de protamina a mg de Bchl es semejante a la que fuera
determinada previamente por Schuldiner et a1 (194) durante
la determinación de NY y ApHen cromatóforos de R. rubrum.

La ausencia de inhibición encontrada en la actividad
de fotofosforilación no es un artefacto debido a la presencia
de sulfato de protamina. ya que se obtienen resultados simi­
lares cuando las membranasse centrifugan en una ultracentri­
fuga en lugar de precipitarlas a bajas velocidades por adición
de sulfato de protamina.

Influencia de cambios de pH inmediatamente después de la pre­
iluminación, sobre la inhibición de la fotofosforilación

Los resultados obtenidos en todos los experimentos
de preiluminación a pH altos y bajos, en presencia y ausencia
de fosfato, se pueden resumir diciendo: Cuandose preilumina
una membranaa pH 8.0 se obtiene una inhibición de entre 70­
80%independientemente de la presencia o ausencia de fosfato,
mientras que preiluminada a pH 5.0 en presencia de fosfato,



los valores oscilan entre 10-12%y 40%en ausencia de fosfato (para
tiempos de preiluminación de 2 minutos, concentraciones bajas de
Bchl y PHS en una concentración de 50 mi).

Comoconsecuencia de esto, resulta importante estudiar el
efecto que puede producir un cambio en el pH luego de la prcilumina­
ción en presencia de fosfato, sobre la actividad de fotofosforilación.
En la Tabla VIII se muestran los resultados obtenidos en experimentos
de este tipo.

En las lineas 3 y 4 de esta tabla se observan lOs porcen­
tajes de inhibición obtenidos, cuando luego de una preiluminación
a pH 5.0 u 8.0 se provoca un cambio rápido de pH a 8.0 ó 5.0, rese
pectivamente, en la oscuridad. Cuando el salto de pH es de 8.0 a
5.0 (linea 4), no se nota ninguna modificación en el porcentaje de
inhibición con respecto al producido por la preiluminación a pH 8.0
(linea 2). Comparandolas lineas l y 3 es posible ver que cuando a
la preiluminación a pH 5.0 le sigue un cambio a pH 8.0 en la oscu­
ridad, el porcentaje de inhibición que se obtiene es mayor (30%) que
el resultante de la preiluminación a pH 5.0 (10%). Estos resultados
indican que la estructura fotoinhibida se produce durante el pasaje
de pH bajos (pH:5.0) a altos (pH:8.0), lo que se comprueba haciendo
el pretratamiento de la membranatotalmente en la oscuridad (linea
5). Para completar esta serie de experimentos y comprobar si existe
alguna relación entre el Arflly el porcentaje de inhibición, se dia­
gramó un experimento en el cual se varia el ApHen el pretratamien­
to de 1a membrana,realizado totalmente en 1a oscuridad, para obser­
var solamente el efecto del salto de pH.

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

Se observa que variando eIÁApHentre 2.3 y 3 unidades, el
porcentaje de inhibición es independiente del valor inicial de pH.
Sin embargo, valores de ApHentre O y 2.3 unidades se reflejan en
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Tabla VIII

Inhibición de la activtid de fotofosforilación por cgpbios bruscos
de BH

Pretratamiento de Porcentaje de inhibición
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
pH:5.0 en oscuridad 81.0

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

El tiempo de preiluminación es 2 minutos. La actividad de fotofos­
forilación del control es 628 umoles ATPformados/h.mg Bchl. En
todos los.ensayos, Pi está presente en la mezcla de preiluminación
a una concentración final de 2.0 mH. La intensidad de la luz usada
en la preiluminación y en la fotofosforilación cs 2 x 10 org/cma.
seg., sobre 1a superficie de los tubos. La concentración final de
PMS es 50 HM.



Tabla IX

Efecto del ADHdurante el uretratamiento de 1a membranasobre la'ac­
tividad de fotofosforilación

Pretratamiento de Inhibición Pretratamiento de Inhibición
Apu 1a membrana en v) .la membrana en .(N)oscuridad N oscuridad fi

3.0 pH:8.0 a pH:5.0 60 pH:8.0 a pH:5.0 59
2.7 pH:8.0 a pn:5.3 49 pH:7.7_a pH:5.Q 52
2.5 pH:8.0 a pH:5.5 42' pH:7.5 a pH:5.0 46;
2.3 pH:8.0 a pH:5;7 36 pH:7.3 a pH:5.0 41
2.o pH:8.0 a pH:6.0 20 pH:7.0 a pH:5.o 35
1.5 pH:8.0 a pH:6.5 3 pH:6.5 a pH:5.0 31
1.0 pH:8.0 a pH:7.0 0 pH36.0 a pH:5.0 28
0.0 pH:8.0 a pH:8.0 0 pH:5.0 a pH:5.0 3

La conCentración de Bchl usada es 20 ug/ml. La actividad de fotofos­
forilación en el control es de 58011moles ATP/h.mgBchl. El tiempo
durante el cual se midió 1a fotofosforilación es de 1 minuto. La
inte sidad ds la luz utilizada para 1a fotofosforilación es de 2.5x 10 erg/cm .seg, sobre la superficie de los tubos. E1 fosfato
está presente en el experimento desde el inicio del mismo.



3.1.

porcentajes de inhibición notablemente diferentes según el pH
inicial. Además,se nota una tendencia general a disminuir el
porcentaje de inhibición a1 hacerse más estrecho el ApH.Este
mismo experimento se hace emitiendo el PHSdurante la preincu­
bación en la oscuridad, obteniéndose los mismosresultados;
esto indica que el efecto inhibitorio observado es únicamente
debido al ApHprovocado y no a la presencia de PMS.

En todos estos experimentos la transición de pH de 8.0
a 5.0 se realiza en forma rápida. Para comprobarsi la inhibi­
ción obtenida es sólo consecuencia de la magnitud del ApHnro­
ducido, se diagrama un eXperimento en el cual se provoca el
mismoApHpero a través de una serie de transiciones sucesivas
tales que el salto total resulte la sumade los individuales.
Para lograr esto, la cantidad total de ácido maleico necesaria
para producir el cambio de pH de 8.0 a 5.0 se divide en diez
alicuotas que se agregan a la preparación, a intervalos de 30
segundos durante la preincubación en la oscuridad. Los valores
de pH obtenidos luego del agregado de cada una de las alicuotas

7.6; 7.15; 6.8; 6.5; 6.25; 6.0; 5.8;5.6;3JB
y 5.0. Los resultados obtenidos en este experimento no muestran
son los siguientes:

diferencias con los que se obtienen cuando la transición de pH
de 8.0 a 5.0 se realiza mediante un solo agregado de ácido ma­
leico.

Efecto de la preiluminación sobre la sintesis oscura de ATP

El fin de estos experimentos es comprobar de qué forma
actúa el PHS, cuando está presente en el periodo de iluminación,
sobre la sintesis oscura de ATP, usando comoiOnes permeantes
SCNNao valinomicina y ClK.

Utilización de tiocianato de sodio comoanión permeante
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Se ha comprobado que la adición de aniones permeantes (77),
tal comoSCN“,estimula la sintesis de ATPrealizada en 1a oscuridad,
cuando la sal se agrega en la etapa de suministro de energia.

Este experimento consta de dos etapas: en la primera, se.
somete a la membrana en presencia de SCHNay/o PMS, a una incubación
en la luz durante periodos variables de tiempo y en la segunda (eta­
pa oscura), se agrega ADPy Pi en la oscuridad, dejando transcurrir
30 segundos hasta que se completa la reacción en la que se forma
ATP, aprovechando la energia acumulada durante la etapa luminosa.

En experimentos por separado, se somete a la membrana a una
iluminación previa de 3 minutos en presencia de PMS,-anterior a la
etapa de suministro de energia, y luego se sigue comoen el experi­
mento anterior, con el fin de comprobarsi la inhibición obtenida
en presencia de PHSse modifica de alguna manera por el agregado de
SCNNa.

En la Fin. 26, se pueden ver los resultados obtenidos. Puede
observarse que al aumentar el tiempo de incubación a la luz (en la
primera etapa) en presencia de PHS, se produce una-sensible inhibi­
ción en los valores de sintesis de ATPobtenidos, que se aproximan
al 50%con reSpecto a los valores que se obtienen sin PMScuando se
completa el minuto de incubación (curva B). Cuando el experimento
se realiza en ausencia de PMS(como control, curva A), se observa
un valor constante de actividad a través del tiempo, indicando ésto
que periodos tan pequeños como10 segundos son suficientes para acu­
mular 1a energia necesaria para sintetizar ATPen la oscuridad. En
el caso cn que existe una iluminación previa en presencia de PNS
(curva C), se ve que el daño producido en la membranapersiste du­
rante el resto del proceso y ésta permanece inhibida manteniendo el
mismovalor de actividad remanente, independientemente del tiempo
de incubación a la luz en presencia del anión permeante.
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Figura 26:
Sintesis oscura de ATP. La concentración de Bchl utilizada es aoug/
m1JlLa intensidad de 1a luz durante la preiluminación es de 2.5 x
10° erg/cm2.seg. sobre 1a superficie de los tubos. La concentración
final de PHSusada es de 50 un. El pH durante la etapa luminosa cs
7.7. Todas las demás condiciones están descriptas en "Materiales y
Métodos". A: En ausencia de PMSdurante la preiluminación. B: En
presencia de PNSdurante la preiluminación. C: Iluminado 3 minutos
en presencia de PMSpreviamente a la etapa luminosa.
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3.2. Utilizapión de valinomicina y ClK comoentidad nermeante

h Gromet-Elhanan y col. (195) demostraron que en presen­
cia de valinomicina y ClK, la sintesis oscura de ATPpuede ser
estimulada mediante dos efectos: cuando valinomicina y Cl! son
agregados sólo en la etapa oscura, estimulan la sintesis de
ATPinduciendo solamente un potencial dc difusión de potasio
en la oscuridad; cuando son agregados en la luz, al potencial
de difusión de potasio cn la oscuridad se le suma un incremento
de ApHinducido por la luz.

De acuerdo con ésto, utilizando valinomicina y Clï
para estimular la sintesis oscura de ATP, se prueba la acción
del PHSen la luz sobre la actividad de fosforilación obtenida.

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

Contrariamente a lo que ocurre con SCNNa,el agregado
de PMSen la luz en presencia de valinomicina y ClK no provoca
ninguna inhibición, aún hasta los 2 minutos de iluminación; es
decir, que la presencia de PHSno tiene ningún efecto sobre 1a
actividad de fosforilación, comose ve comparandolas lineas
5 y 6. Sin embargo, si se efectúa una incubación previa de 3
minutos a la luz, en presencia de PNSpero en ausencia de vali­
nomicina y ClK, se observa una inhibición de la sintesis de ATP
que sobrepasa el 90%.Esto indica que la presencia de valinomi­
cina y ClKen la luz tienen un efecto protector sobre la foto­
inhibición producida por el PH..

También se prueba la acción del PMSen la luz, cuando
la valinomicina y ClK se agregan junto con los sustratos de
fosforilación (ADPy Pi) en la etapa oscura. En este caso, la
incubación en la etapa luminosa se realiza a pH 6.0. Se obser­
va que la presencia de PHSen la luz produce una inhibición de
aproximadamente 35%, si se la compara con el control sin PMS.
Tambiénen este caso¡ comoen la fosforilación inducida por la
luz, se observa que la presencia de fosfato ofrece una total
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Tabla X

Efecto de la preiluminaciónggp presencia de PMSsobre 1a sintesis
oscura de ATP ­

Adiciones en-la Tiempode ilu- Adiciones en la Actividad
luz minación oscuridad nmoles ATP/mgBchl

Val. + ClK + PM. 10 seg. ADP + Pi 35.3

Val. + ClK *'PMS 20 seg. ADP+ Pi 49.0
Val. + ClK 4'PMS 30 seg. ADP* Pi 63.6
Val. + 011: + PHS 1 min. ADP + P1 61.3

Val. + ClK -+PMS 2 min. ADP + Pi 64.0

Val. + ClK 2 min. ADP + Pi 63.5

PNS 3 min. luego
Val. + ClK 2 min. ADP + Pi 5.0

PMS 2 min. ADP + Pi +
Val.+ ClK 22.8

Ninguna 2 min. ADP + Pi +
Val. + ClK 35.0

Ninguna 2 min. ADP + Pi +
Val. + ClK + PMS 34.6

PHS + Pi 2 min. ADP + Val + ClK 36.5

La concentración de Bchl usada es 20 ug/ml. La concentración de PRS
utilizada es de 50 un. La concentración de Valinomicina usada es 1
UHy la de ClK de 100 mM. En todos los casos el tiempo de incubación
en la oscuridad es ds 30 segundos. La intensidad de la luz utilizadaes de 2 x 106 erg/cm .seg., sobre 1a superficie de los tubos.
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.del CF y la actividad de ATPasa dependiente de Ca ,

protección de la inhibición cuando está presente con el PESen
la etapa de incubación a la luz.

Eventos moleculares que ocurren en membranasfotoinactivadas

En esta parte, se pone mayor énfasis en el estudio de
la naturaleza de las reacciones que conducena la fotoinactiva­
ción mediante experimentos de reconstitución con membranasno
tratadas y fotoinactivadas para poder determinar de esta manc­
ra, si el sitio de inactivación está sobre el CFo en alguna
parte de la membranaunida o relacionada con la ATPasa.

La investigación de este problema es de muchointerés
ya que puden obtenerse datos interesantes sobre la naturaleza
del mecanismopor el cual el suministro de energia a la membra­
na conduce a la fotoinactivación y éste, a su vez, dar la clave
de los cambios conformacionales del CF que llevan a la forma­
ción de ATP.

Aislamiento de CF a.partir de membranasnormales x fotoinacti­
vadas '

La obtención de CF a partir de un polvo acetónico (CF­
acetona) de membranasno tratadas, está descripto en "Materia­
les y Métodos". '

En la Tabla XI se muestra la actividad de ATPasay la
cantidad de proteina recuperada en cada etapa de purificación.

En la Fig. 27 se muestra el perfil de elución a 280 nm
2+ luego de

la filtración en gel a través de una columna de Sepharosa 6B.
2+Se ve que la actividad de ATPaSadependiente de Ca coincide

con el primer pico de proteina eluido.

El aislamiento del CF por extracción con ClLi de mem­
branas normales (CF-Li) y fotoinactivadas (CF-Lif) está des­
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Fiñura 27:
Purificación de CE-acetona. Perfil de elución a través de una colum­
na de Sepharosa 6B. Se recogieron fracciones de 2.0 m1 cada una. La
actividad.de ATPasa dependiente de Ca2+ se mide en 50 ul de cada
fracción, incubando 10 minutos a 309G en la mezcla de reacción co­
rrespondiente. Todas las demáscondiciones está descriptas en "Ha­
teriales y Métodos".
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cripto en "Materiales y Métodos".

TABLA XI

Purificación de CF a partir de un polvo apetónico
ATPasa

Etapas de Actividad especifica Actividad total Proteina
purificación (umolíï lib./h.mg prot.) (pmolPi lib/h) total

(mn)
Extracto crudo 3.7 640 173
Precip. con
so4(:\m )2
30-60% sat. 39 1900 50

Eluido Sepharosa
GB 150 1200 8

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

En general, la inhibición de las membranasfotoinhibidas que
se utilizan para preparar CF y membrana"desacoplada" es de 60-70%
(comprobadoexperimentalmente midiendo fotofosforilación en una
alícuota cOn 10 ug Bchl/ml y tomando como control, la misma canti­
dad de membranapero preincubada el mismo tiempo en la oscuridad).
La suspensión de membranainhibida asi obtenida, se centrifuga y
resuspende en un volumen adecuado útil para preparar membrana"desa­
coplada" y CF comoestá descripto en "Materiales y Métodos".

En la Tabla XII se muestran las actividades especificas de
reconstitución y la proteina total recuperada en las diferentes eta­
pas de pürificación de CF obtenidos a partir de membranasnormales
y fotoinhibidas.

Se ve que con la segunda precipitación con SO4(NH4)2(entre
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Tabla XII

Purificación de CF a Rgrtir de una extracción con ClLi

¡Etapas de Actividad esp. Act. total de Proteina
purificación de reconstitución reconstitución total

(unidades reacoole) Unid. Rend. (mg)
umg prote na reac0p1e %

Membranas normales

Extracto .
crudo 18 710 100 40

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

Membranasinactivadas

Extracto
crudo 17.3 235 100 13.5

Precip. .
35A. 30-60% 47.6 200. 85 4.2

Actividad
ATPasa

molPi/h.mg Prot

10.5

Una unidad de reacople es 1a que reconstituye el 50%de 1a actividad
de fotofosforilación cuando a cromatóforos "desacoplados" se les
adiciona CF comoestá descripto en "Materiales y Métodos".
En ambaspreparaciones "extracto crudo" es el obtenido por precipi­
tación.con sulfato de amonio al 60%de Saturación.
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30-60%-de saturación) la enzima se ha purificado aproximadamente tres
veces con respecto al extracto crudo, teniendo en cuenta la activi­
dad especifica de reconstitución y el rendimiento obtenido en acti­
vidad total de reconstitución (de un 85%con reSpecto a1 extracto cru­
do,tomado como 100%para ambas precipitacioneá.

A la preparación de CF obtenido de membranas normales se la
somete a una filtración en gel a través de Sepharosa 6B.

En la Fiq. 28 se obserVa el perfil de absorbancia a 280 nm,
2+la actividad de ATPasa dependiente de Ca

tividad de ATPasa reac0p1ada dependiente de Mg
para el CF libre, 1a ac­

2* y la actividad de
fotofosforilación en las membranasreconstituidas en función del
número de fracciones.

Se observa que, mientras la actividad de ATPasa reaCOplada
y 1a actividad de fotofosforilaoión son coincidentes, la actividad
de ATPasalibre está desplazada hacia la región de pesos moleculares
menores y distribuida en más de un pico, ninguno de los cuales coin­
cide con las actividades antes mencionadas.

Con el fin de calcular el PMdel complejo ATPasa que restau­
ra la actividad de fotofosforilación, se calibra 1a columnade Sepha­
rosa 6B con las siguientes proteinas puras de PMconocido: xantina
oxidasa (PH: 290.000 D), Tiroglobulina (PH: 480.000 D) yyglobulina

'humana (PM: 160.000 D). La curva de calibración obtenida se muestra
en 1a Fig. 29. De acuerdo con este gráfico el PMcalculado para el
complejo resulta ser 275.000 t 5.000 D, mientras que para la acti­
vidad de ATPasa dependiente de Ca2+los valores de PMpara dos de sus

. picos son 240.000 3 5.000 y 160.000 t'5}000 D y el tercero no resuel­
to por esta columna tendria un PMmenor de 120.000 D. '

La actividad de ATPasa dependiente de Ca2+
ción de CF, obtenido a partir de membranasnormales, es de 10-15
umoles de Pi hidrolizado/h.mg proteina. Cuandoesta mismaprepara­
ción se reac0pla a una membrana"desacoplada", se restablece 1a ac­

para la prepara­
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Fidura 29:
Curva de calibración de una columna de Sepharosa 6B con proteinas
puras de peso molecular conocido. Vo se midió usando blue dextran
y Vt usando agua tritiada. Tiroglobulina (PM:480.000 D), Xantina

'oxidasa (290.000 D) yïglobulina humana (PM: 160.000 D) son losstandards utilizados. '
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tividad de ATPasadependiente de (60-80 moles Pi hidroliza­
do/mg Bchl) en las membranasreconstituidas y, además, 1a activi­
dad de fotofosforilaoión en un 80-90%con respecto al control.

Es importante recordar que esta preparación de CF-Li se
obtuvo siguiendo el procedimiento descripto por Gromet-Elhanan
para R. rubrum (186, 196, 197); sin embargo, ella no detecta ac­
tividad de ATPasa dependiente de 0.9.2+en sus preparaciones de CF
libre y esta diferencia no puede ser atribuida al procedimiento
de obtención.

Algunos estudios de caracterización de los CF aislados

De acuerdo con los trabajos de Johansson (198), el CF ob­
tenido a partir de un polvo acetónico de membranasacepladas pre­
senta 5 subunidades, cuyos pesos moleculares determinados nor él
son: 54.000 (a). 50.000 (B), 32.000 (Y),-13.000 (6) y 7.500 (e).
Éor otro lado, Gromct-Elhanan (197) ha publicado los siguientes
pesos moleculares: 59.000 (a), 56.000 (B), 37.000 (Y) y 17.500
(6), para CF aislado a partir de un polvo acetónico. Además,ha
descripto un método (196 - 197) por extracción con ClLi 2Mmedian­
te el cual aisla solamente la subunidad B.

Para investigar si la fotoinhibición de la membranase
traduce en algunas diferencias de sus CF que justifiquen su com­
portamiento, se estudia sus composiciones proteicas a través de
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

En la Fir. 30 se muestran los trazados de absorbancia a
560 nm, en función de la distancia de migración para: a) CF obtc;
nido a partir de un polvo acetónico de membranasnormales, b).y
c) CF aislado por extracción con ClLi de membranasnormales y fo­
toinactivadas respectivamente, ambasresultantes de una precipi­
tación fraccionada con SO4 (NH4)2.

En a) se observa la presencia de 4 bandas proteicas
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ABSORBANCIA51.0nm

1 2 3 l. 5 6 7 8

MIGRACION (cm)

Firura 30:
-Pcrfil de absorbancia a 540 nm en función de 1a distancia de migra­
ción de una electroforesis en gel de poliacrilamida. a) CF-acetona
(10 y 100 ug de proteina/gel), b) CF-Li obtenido de membranasnor­
males (lO pg de proteina /ge1), o) CF-Li obtenido de membranas fo­
toinhibidas (10 pg de proteina/gel).

- 112 ­



cuando se corren en cada gel cantidades relativamente grandes de pro­
teina.(100 Hg) mientras que, utilizando cantidades sustancialmente
menores, la banda de menor movilidad se resuelve en 2 bandas pero
en este caso las 2 últimas (mayor movilidad) no se detectan.

Comparandocon el perfil obtenido por Johansson (193), es
posible identificar las bandas mencionadascomo0,6 .y ,6-, ye .

En b) se puede ver la presencia de 2 bandas principales cuya
movilidad electroforética es igual a la de las bandas a y B del per­
fil a) y algunas bandas de mayormigración electroforética, pero
significativamente de menor importancia. En c) se detectan 3 bandas
proteicas principales cuyas velocidades de migración permiten iden­
tificarlas comoa, B y'ï.

Es muyimportante destacar que esta banda q siempre está
ausente en las preparaciones de CF-Li obtenidas de membranasnorma­
les.

Para determinar el PH de cada una de las subunidades del CF,
se calibra el gel con proteinas de PMconocido.

En 1a Fig. 31 se muestra la curva de calibración obtenida
y,de acuerdo con ella,los PMcalculados son 59.500 É 1000 D paraa :
54.000 t 1000 D para B; 37.000 á 1000 D para Y y 18.000 i 1000 D para
5. Comparandolas Fiq. 30 b x c es posible deducir que, aún utilizan­
do el mismoprocedimiento de extracción (ClLi 2M), las subunidades
que se extraen de membranasnormaleso fotoinhibidas son diferentes;
asi comotambién la cantidad relativa de g con respecto a Bes dife­
rente en ambaspreparaciones, lo que indicaria la existencia de cam­
bios conformacionales producidos por la luz en presencia de PHS.

En 1a Fig. 32 se muestra la composición proteica de algunas
de las fracciones obtenidas luego de una filtración en gel a través
de una columna de Sepharosa 6B, para la preparación de CF-Li aislada
de membranasnormales (cuya representación se ve en la Fig. 28). Se
observa que las bandas a y 3 están presentes en todas las fracciones
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Fitura 31:
Curva de calibración de una electroforesis en gel de poliacrilamida.
Los standards utilizados son: seroalbúmina (PM: 68.000 D), ovoalbú­
mina (PM: 45.000 D), quimotripsinógeno A (PM: 25.000 D) y citocromo
c (12.500 D).'
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Fifiura 32
Perfil de absorbancia a 540 nmen función de la distancia de migra­
ción de una electroforesis en gel de poliacrilanida de algunas frac­
ciones de la columna de Sepharosa 6B mostrada en 1a Fi". 28, para ln
preparación de CT-Li aislado de membranasnorma1e5¡ a5 fracción nú­
mero 25 (10 1mproteina/gel), b)_fracción número 26 (10 Hg nrotcina/
gel), c) fracción número 28 (10‘1g proteina/gel) y d) fracción núme­
fo 32 (8 ug proteina/gel).
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analizadas; sin embargo, se nota una tendencia a aumentar la relación
a/B hacia las regiones donde la actividad de reconstitución de la
fotofosforilación es máximay a decrecer en las demás zonas. Las re­
laciones a/B medidas son las siguientes: fracción 25: 1.1, fracción
26: 1.6, fracción 28: 0.98, fracción 32: 0.98.

Ademásde las diferencias encontradas en composición protei­
ca entre ambos CF-Li (obtenidos de membranasnormales y fotoinhibi­
das), es importante también investigar sus comportamientos cuando
se los reac0p1a con membranaspreviamente desacopladas, preparadas
a partir de membranasnormales y fotoinactivadas.

En todos los eXperimentos de reconstitución de la fotofos­
ferilación se busca la cantidad de CF (en pg) necesaria para saturar
toda la membranapresente y, de esta manera, obtener el valor máximo
de actividad, para lo cual se mide la actividad de fotofosforilación
luego de reconstituir el sistema con cantidades variables de CFy
1a misma cantidad de membrana desaCOplada.

En 1a Tabla XIII se muestran los resultados de reconstitu­
ción de la actividad de fotofosforilación que se obtiene en experi­
mentos de este tipo. Se puede ver que la fotoinhibición de la mem­
brana por PMSproduce, luego de la extracción con ClLi, una membrana
desaCOpladaque no reconstituye la actividad de fotofosforilación
cuando se le agrega CF, aislado por extracción con ClLi, de una pre­
paración de membranaacOplada tanto normal'como fotoinhibida.

Por otro lado, el CF extraido de membranasfotoinhibidas es
tan activo en reconstituir la actividad de fotofosforilación 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 fotofosforilación cuando se
lo reaCOpla tanto a Mdcomo a Mdf. Es probable que estas membranas
desaCOpladas_(extraidas con ClLi 2M)no tengan 1a estructura adecua­
da necesaria para unir CF-acetona que contiene la 5 subunidades o
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Tabla XIII

Reconstitución de la fotofosforilación

Componentespresentes Actividad en membranas reac0p1adas
durante la reconstitución (pmoles de ATP/h.mgBchl)

Md _+ CF-Li 44o

Hd + CF-Lif 485

Hd- * CF-acetona 91

I-Idf * CF-Li 95
, + ._,“df CF Iif 105

de * CF-acetona 90

La actividad de fotofosforilación remanente en las membranasdesa­
copladas Hd y Md es entre 30 y 32 Lmoles ATP/h.mg Bchl.
Hd y de : Membranasdesacopladas obtenidas a partir de una prepa­
ración de membranasac0p1ada no tratada y fotoinhibida respectiva­
mente. ­
CF-Li y CF-Lif : CF aislados (por extracción con ClLi) a partir de .
una preparación de membranaacOplada no tratada y fotoinhibida, res­
pectivamente.
CF-acetona: CF aislado a partir de un polvo acetónico de membranas
normales. ' _
La concentración de Bchl utilizada es de 10113por tubo. La activi­
dad de fotofosforilación se midió luego de un minuto de.incubación.
Las concentraciones de Cf-Li, CF-Lif y CF-acetona utilizadas son de
40, 42 y 100 ug por tubo, respectivamente. Todas las demás condi­
ciones utilizadas en la recónstitución y fotofosforilación son las
descriptas en "Materiales y Métodos". ' \
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que esta preparación cruda de CF-acetona contenga alguna proteina
que resulte inhibitoria para su reasociación a la membrana.

Usando el método descripto por Johansson (48) para preparar
membranasdesaCOpladas por cortos tiempos de sonicación en presencia
de EDTA1 mm, se trató de desacoplar membranas de R. rubr n obte­
niéndose un porcentaje de actividad remanente de aproximadamente
70%con reSpecto a la acoplada, lo cual demuestra un desacople muy
deficiente y, por lo tanto, esta preparación no es útil comomembra­
na desaCOplada.

Para confirmar los resultados de la Tabla XIII, se llevó a
cabo un experimento en el cual membranasnormales o fotoinactivadas
desacopladas se reconstituyeron con CF-Li y CF-acetona obtenidos de
membranasnormales, utilizando una concentración de proteina de CF
apenas superior a la necesaria para obtener la máximaactividad de
fotofosforilación. Luegodel reaCOple, las membranasse centrifugan
y se determina la cantidad de proteina de CF remanente en el sobre­
nadante, concentrándolo previamente a un volumen adecuado.

La Tabla XIVmuestra los resultados obtenidos. Se ve que en
todos los casos entre el 60 y 70%de la proteina se une a las mem­
branas desac0pladas y, si se comparan estos con los de la Tabla XIII,
se deduce que 1a falta de reconstitución de la fotofosforilación ob­
servada no es debida a una carencia de unión, sino más vale a una
unión no adecuada.

Por último, se ha medidoel efecto que tiene la preilumina­
ción, en presencia de PMS,sobre el proceso de reconstitución de la
fotofosforilación.

En la Tabla XVse muestran los resultados obtenidos. Se ob­
serva que la inhibición que se produce por preincubación a la luz,
en presencia de PMS,es independiente del agregado de CF durante la
preiluminación (lineas 1, 2, 4, 6, 8 y 10).
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M
ReaCOpleentre diferentes CF y membranasnormales y fotoinhibidas

\

Componentespresentes Proteina total Proteina total Proteiná\x
durante 1a reconstitución utilizada recuperada reac0plada.\\

( g) ( g) (73) x

Md * CF-Li 120 48 '60

Mdf * CF-Li 120 39 68

Md * CF-acetona 300 120 60

Mdf + CF-acetona 300 124 59

La cantidad de Bchl de cada membranadesacoplada utilizada es de
30 ug. Las condiciones de reconstitución seguidas son las descrip­
tas en "Materiales y Métodos", sólo que 1a reacción se hace en un
volumentres veces superior al habitual.
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Tabla XV

Efecto de la preiluminación sobre el proceso de reconstitución

Actividad de fotofosforilación
(pmoles ATP/h.mg Bchl)

Condiciones durante
la reconstitución

Md 2 min. luz
luego CF 6 min. oso. 108
Md + CF 2 min. luz 110

Md + CF 2 min. osc.. 171
Md + CF 4 min. osc.

luego 2 min. luz 115
Md + CF 6 min. osc. 280

Md + CF 6 min. oso.
luego 2 min. luz 103

Ï‘Id+ 8 mino OSC.
Md * CF 8 min. osc. .

luego 2 min. luz 104
Md + CF 10 min. oso. 297

Md + CF 10 min. oso.
luego 2 min. luz 107

Md + CF 12 min. osc. 313

La actividad remanente en las membranas desac0p1adas es entre 30 y
32 vmol ATP/h.mgBchl. La concentración de Bchl utilizada es de 10
ug/tubo. La actividad de fotofosforilación se mide luego de 1 minu­
to de incubación. La concentración de CFutilizada es 40 ug de pro­
teina/tubo. Md: membranadesac0plada obtenida a partir de membranas
normales. CF: CF aislado por extracción con ClLi a partir de una
preparación de membranasnormales. Todas las demás condiciones uti-“x
lizadas en la reconstitución y fotofosforilación están descriptas
en "Materiales y Métodos".
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Mecanismode la fotofosforilación e inhibición por PHS

En la primera parte de esta investigación, se midieron algu­
nos parámetrosútiles para caracterizar la reacción de fotofosfori­
lación en bacterias fotosintéticas, particularmente en Rhodosoirillum
rubrum.

En fosforilación oxidativa mitocondrial, Ozawa(199 - 200)
sugirió que el AMPpodria participar en el mecanismode formación
de ATP. Sin embargo, Hill y Boyer (141) no encontraron ninguna evi­
dencia que permitiera considerar al AMPcomoaceptor inicial de fos­
fato.

Por otro lado, Roy y Moudrianakis (100) trabajando con CF
aislado de clorOplastos postularon que el AMPes el compuesto ini­
cialmente fosforilado en 1a luz. Contrariamente, Smith y col. (139)
estudiando la cinética de los eventos iniciales en la sintesis de
ADPy ATP, demostraron que en clorOplastos el ADPes el primer nucle­
ótido que.acepta una molécula de fosfato. Estos resultados son con­
firmados por Aflalo y col. (94).

Por último, en bacterias fotosíntéticas, Yamamotoy col.
(138) y Iutz y col. (168) mencionaron comoposibles participantes
en la fosforilación a adenil-nucleótidos unidos a membranaque, in­
terviniendo entre otras posibilidades en reacciones de transfosfori­
lación, conducirian finalmente a 1a formación de ATP.

Los resultados presentados en esta investigación, donde se
analizan los productos obtenidos en 1a reacción de fotofosforilación

32P y ADP (Fig. 16 X 17), podrian
.ser interpretados por cualquiera de los mecanismosprOpuestos. Es
cuando se utilizan comosustratos

decir, la presencia de YaaP-ATP,detectada comoproducto principal
32P al ADPpara

dar ATPo b) como resultante de un mecanismo en el cual, entre otras
se podria explicar: a) comouna adición directa del
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reacciones, se mencionauna transfosforilación entre ADPunido y li­
bre, de acuerdo con el siguiente esquema:

AHPb + 32Pi === %2P—Anpb

ÉÉP-Anpb =;: ADPf
32 + __. .

B P-ADPb ADPf .—— %?P—ATP + AHPb

Dondelos sufijos b y f se utilizan para designar los nucleótidos
unidos y libres, respectivamente.

Para dilucidar entre estas dos alternativas es que se llevó
a cabo la reacción de fotofosforilación utilizando comosustratos
B321°—/\DPy Pi no marcado.

Los resultados (Fiq. 19) mostraron que-un 90%de la radicac­
tividad se incorpora al fosfato en posición a del ATPcuando se lo
expone a la acción de la hexoquinasa.

Este alto porcentaje de marcación a del ATPsólo puede expli­
carse considerando una adición directa del fosfato al ADPya que te­
niendo en cuenta el otro mecanismomencionado, deberia haberse obte­
nido una prOporción mayor de radioactividad en la Glu-6P (es decir,
en posición Ydel ATP). E1 10%de la marcación detectada en la Glu­
6P podria ser explicado a través de reacciones de intercambio entre
832P-ADPy Pi sin marcar, para dar 32Pi y ADPy, por consiguiente,
Y32P-ATP.

En cuanto a los resultados presentados en los estudios de
caracterización de la reacción de fotofosforilación, es interesante
menciOnar la disminución de actividad que se obtiene al aumentar la
concentracion de Bchl (Fin. 8). Esta disminución se debe probable­
mente a que, aunque se utilizan condiciones de luz saturantes, cuan­
do la concentración de Bchl aumenta por sobre un cierto valor, 1a
intensidad de luz en 1a zona interna del tubo es muchomenor que la
de la periferia. Esto evidentementedisminuirá la eficiencia de foto­
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fosforilación. Esto se compruebasimplemente proveyendo agitación
eficiente durante la iluminación, lo que aumenta la intensidad de
iluminación del conjunto total de moléculas de Bchl.

Si se comparala cinética de fotofosforilación utilizando
ADPekógeno (Fig. 9) con la que se obtiene a través del ADPunido
a membrana (Fig. lO) (sin agregado de ADP), se ve que la velocidad
inicial de esta última es muchomenor y esto es debido simplemente­
a una concentración muybaja de enzima activa (complejo entre CF 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 fotofosforilación de ADPunido a membrana

y libre, utilizando tiempos muycortos (> 30 m seg.) de luz saturar.K
te . \\

Mediante la determinación del Km(Fin. 11) (para la reacción \\
de fosforilación con ADPexógeno), se pudo comprobar que el incremen­
to en velocidad de fosforilación que se observa aumentando 1a con­
centración de ADPen el medio sigue el comportamiento usual de
Michaelis-Menten. Es decir, la ausencia de un efecto cOOperativo po­
sitivo parece descartar un cambio en 1a unión o liberación de nucleó­
tidos unidos a membrana.con la consecuente modificación de la velo­
cidad de fosforilación.¿

Es conocido que las ATPasade clorOplastos, mitocondrias y
bacterias tienen propiedades estructurales y funcionales comunes
(202, 203).

Actualmente hay un acuerdo-casi general en considerar que
los cambios conformacionales en esta enZimason esenciales para ex­
plicar su acción catalitica (151, 171, 204, 205).

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

Slooten y col. (181) han descripto el fenómenode 1a fotoin­
hibición de la fotofosforilación por PMS,comoproducido por un cam­
bio confonnacional dependiente de energia que es responsable de la
fotoinactivación, o de la fotofosforilación cuandoestán presentes
ADP y Pi.

Los resultados presentados aqui indican que esta fotoinac­
tivación por PMSparece ser producida por una acumulación excesiva
de una forma de 1a membranacon alto contenido energético, ya que
reacciones que consumenenergia.(aparte de la fotofosforilación)
también protegen contra la fotoinhibición. Este es el caso de la
reducción dependiente de energia de NAD‘en presencia de succinato.

Es interesante destacar que, mientras la reducción de NAD+
dependiente de la luz sólo se inhibe un 50%cuando las membranas se
preiluminan en presencia de PMS, la reacción dependiente de ATPse
inhibe un 100%
veniente de ATP. Asi, el candidato más probablemente responsable

(Tabla II) indicando que no se acumula energia pro­

de la fotoinactivación observada¡ sería el complejo ATPasa. Sin
embargo, estos eXperimentosno son suficientes para discernir si lo
que se inhibe es el componente CF o la porción de la membrana a la
cual está unido. Algunos resultados que se discutirán más adelante
darán alguna evidencia sobre este punto.

En la Tabla III se ve el efecto que tiene el NAD*y el succi­
nato sobre 1a fotoinhibicón de la fotofosforilación. En presencia
de estos sustratos se detecta una inhibición de sólo un 16%cuando
la preiluminación se lleva a cabo en presencia de PHS, NAD+y succi­
nato. En el control, en el cual NAD*no está presente durante la pre­
iluminación, se observa una inhibición de alrededor del 50%. No hay
argumentos plausibles que expliquen estos resultados, ya que es par­
ticularmente dificil entender la inhibición transitoria de la foto­
fosforilación en las muestras preiluminadas que contienen NAD’y
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succinato y su retorno a valores normales luego de la centrifunación
(Tabla III, lineas 4 y 8).

Se podria considerar que existe más de una configuración in­
volucrada en los cambios conformacionales dependientes de energia;
algunas de éstas podrian tener un complejo ATPasa inhibido. Sin cm­
barzo, estas configuraciones serian aún capaces de volver a su esta­
do original manteniendo intacta su capacidad para ser carnada energé­
ticamente otra vez por la luz.Con respecto a esto, Ryrie y Jaqendorf
(161, 208) han demostrado que la presencia de ADPy Pi inhibe el
intercambio de tritio inducido por la luz, en clorOplastos. Esto po­
dria indicar que diferentes tamañoso bien diferentes partes de 1a\x
molécula de CFestarian expuestas al intercambio de tritio en ausen- \
cia o en presencia de los sustratos de fosforilación. Esto provee
un ejemplo claro de la posibilidad de que existan diferentes confi­
guraciones del CF en cloroplastos. De acuerdo con esto, se puede su­
poner que en microorganismos fotosintéticos debe producirse una mo­
.dificación similar en 1a configuración del CF cuando se somete la
membranaa estímulos similares.

Asi, es evidente que el sistema de fotoinactivaoión deSCPiD­
to aqui podria ser usado para dilucidar cambios conformacionales de­
pendientes de energia.

En cuanto a 1a posible protección ejercida por cada uno de
los sustratos y productos de la fosforilación sobre el fenómenode
fotoinactivación, Se observa que el porcentaje de inhibición que se
obtiene es c1 mismo, independientemente de que ADP, Pi o N32+(Tablns
I Y IV) estén ausentes o no durante la preiluminación en presencia
de PHS, lo que indica que ninguno de estos compuestos ofrece una
protección apreciable contra la fotoinhibición. Asimismo,ni ATPni
AEP(Tabla IV) ofrecen ningún efecto protector. Ésto indica que, en
estas condiciones eXperimentales, los efectos alostéricos ejercidos
por los sustratos de fosforilación o por el ATPsobre el CFno influ­
yen sobre el fenómenode fotoinactivaeión. Estos resultados están
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totalmente de acuerdo con los publicados por Slooten y col. (181).
Sin embargo, existen algunas diferencias entre estos datos y los pu­
blicados por Baccarini-Helandri y col. (209) sobre fotoinactivación
de CF en cromatóforos y por otros investigadores, en clorOplastos
(17a — 180, 210 — 212).

El hecho de que no hayafotoinhibición bajo condiciones de
fosforilación podria explicarse teniendo en cuenta que el "turn-over"
del CF evita la acumulación de los intermediarios requeridos para
la fotoinactivación, impidiendo de esta manera su "congelación" en
una estructura cargada energéticamente que, a su vez, es inactiva.

Efecto del pH y de sustancias que afectan AycaAyúIsobre la fotoin­
hibición

De acuerdo con los resultados de Leiser y col. (64) y tenien­
do en cuenta los componentes AWy ApHde la pmf, es decir, de lax
fuerza conductora de la sintesis de ATP,es interesante ver si la\\
modificación relativa de ambos componentes produce algún efecto sobr=
la fotoinhibicón provocada por el PHS. Se sabe (64) que en condicio­
nes norrales el NV da cuenta de un 43 a un 45%de la pmf, corresnon­
diendo el 57 al 55%restante alAIflL Estas cantidades relativas pue­
den ser modificadas mediante el agregado de iones perneantes. Asi,
la adición de tiocianato de sodio reduce el valor de AWaumentando
considerablemente el del ApH, de esta manera el AVcontribuye con
sólo un 10%a la pmf total. El cloruro de amonio actúa de manera
onuesta, incrementando el NVy reduciendo el ¿pH a valores cercanos
a cero. La adición de cloruro de sodio induce una pequeña disminución
del Av_y también, consecuentemente, un pequeño aumento en el ApH,
de manera que el valor de pmf permanece inalterado, mientras que la
adición 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 preiluminación de los cromatóforos en presencia de PHSy clo­
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ruro de amonio o tiocianato de sodio produce una inhibición apro­
ximadamente un 20%menor que en ausencia de estas sales, podrian
ser explicados teniendo en cuenta lo dicho anteriormente. Es decir,
que 1a adición de cloruro de amonio o tiocianato de sodio decreeen
la pmf haciendo que se produzca una menor acumulación de energia y,
consecuentemente, una menor fotoinhibición por PRS. Los datos obte­
nidos con cloruro de sodio (donde su presencia durante la preilumi­
nación no altera el porcentaje de inhibición obtenido en su ausencia)
también pueden ser eXplicados sifluiendo el mismorazonamiento.

De esta forma, es claro que la luz en presencia de Pïs es
la única condición capaz de inducir en la membranauna carga energé­
tica lo suficientemente grande y, tal vez, un cambio conformacional
del CF que facilita la inhibición por PMS.Sin embargo, estos resul­
tados no prueban que la única causa para la inhibición por PHSsea
un cambio estructural en la proteina del CF.

Otra manera de saber si 1a composición de la forma energéti­
camente carnada de la membranaestá relacionada a su sensibilidad-x
a la fotoinhibicón por PHS, es investigar 1a capacidad de esta susï\
tancia para inhibir una membranaa la que se le ha suministrado enere
gía luminosa, bajo condiciones tales que favorezcan la producción i
de los eomponentesAV o ApHen la sintesis oscura de ATP.

Por los resultados presentados (Tabla X y Fig. 26) se ve que
la preiluminación con PMS,cuando se usa tiocianato de sodio como
anión permeante, produce una fuerte inhibición mientras que ésta no
se detecta al usarse valinomicina y cloruro de potasio, a menos que
previamente se 1a ilumine en presencia de PM..

No existe ninguna razón obvia que permita explicar esta di­
ferencia, ya que bajo ambas condiciones se produce una estimulación
de la captura de protones (177, 195) comoconsecuencia de la capaci­
dad de estas sustancias para disminuir el potencial de membrana.Sin
embargo, ambas estimulan 1a sintesis oscura de ATP(77, 195).



Cuandola valinomicina y el cloruro de potasio se agregan
en la segunda etapa (oscuridad), induciendo de esta manera un poten­
cial de difusión de potasio (195), se observa nuevamenteuna inhi­
bición de la sintesis Oscura de ATPcuando las membranasse preilu­
minan a pH 6.0 en presencia de PHS.

Los resultados presentados aqui y los mostrados por Slooten
y col. (181) indican que la preiluminación en presencia de Pbs inhi­
be probablemente el proceso de transferencia de energia; asi, la
marcada diferencia que existe entre tiocianato de sodio + PWSy vu­
linomicina y clororuro de potasio + PIS se puede interpretar consi­
derando que, aunque el suministro de energia bajo ambas condiciones
da comoresultado un valor de pmf similar, la combinación de los
componentes A? y ApH es diferente. Gromet-Elhanan (77, 195) ha de­
mostrado que cuando se usa valinomieina y cloruro de potasio en la
luz, al efecto delA pH inducido por la luz se le suma el efecto del
potencial de difusión de potasio en oscuridad; en cambio, en presen­
cia de tiocianato de sodio la pmf es casi totalmente el resultado
de un Ap” inducido por la luz. También es importante recordar que
el valor de pmf producido en presencia de valinonieina y cloruro de
potasio es menor que el medido en presencia de otros aniones linofi­
licos (213, 214). Asi, el término -z ApHno compensa en valor de pm?
debido a un menor transporte de electrones producido por el pH bajo
(pH:5.0). Entonces, si la cantidad de inhibición producida por PTS
es directamente preporcional a la cantidad de energia suministrada
a la membrana, es lógico eSperar que en presencia de valinomicina
y cloruro de potasio se produzca una inhibición menor.

Para investigar más a fondo el efecto que un pH bajo produce
sobre la fotoinhibición es que se ha medido la inhibición producida
por PHSen la luz, a diferentes pH, midiendo la actividad de fotofos­
forilación a pH 8.0. Se observa que la preincubación de las membranas
a pH 6.0 en presencia de PMSpero en ausencia de fosfato produce una
inhibición de la fotofosforilación similar a la que se obtiene a pH
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altos, mientras que la adición de fosfato 2 m“protege contra esta
inhibición cuando el tratamiento se hace a pHbajos (Fic. 23) y
este efecto se ve reflejado en un cambio cn la cinética de la foto­
inhihición. Aqui se observa que para tiempos de preiluminación de
entre 3 y 5 minutos ambas curvas se superponen y la inhibición que
se produce en presencia o en ausencia de fosfato es prácticamente
la misma.

Estes resultados se pueden eXplicar considerando que el P”?
produce un cambio conformacional del complejo fosforilante. Éste
cambio conformacional ocurriría durante la preiluminación en presen­
cia de PHS, produciendo un cambio_irreversib1e en la estructura del
complejo. No obstante, estos datos por si solos no permiten concluir
que la proteina del CF esté directamente involucrada en el cambio
estructural y, tal comose mencionóanteriormente, existen otras
Opciones, entre las cuales la inhibición por distorsión conformaeio­
nal de la región de la membranacercana al sitio de unión del CF no
es menos importante.

El efecto protector del fosfato y el pHbajo (Fin. 24) po­
drian ser el resultado de una modificación transitoria de una o más
proteinas involucradas en el proceso. Esto podria reflejar una CPPTR
energética deficiente de la membranadebido a un transporte de elce­
trenesdisminuido y, consecuentemente, un cambio conformacional dife­
rentc.

Sin embargo, s interesante recalcar que el efecto protector
del fosfato no puede ser obtenido reemplazándolo por una cantidad
equivalente de sales de tal forma de incrementar pronorcionalmente
la fuerza iónica de la mezcla de reacción.

Para entender mejor este efecto se ha estudiado la posibili­
dad de revertir la fotoinhibicón, cambiandoel pH en la oscuridad
luego de nreiluminar las membranasa diferentes pH en presencia de
PMS(Tabla VIII). Se ve que un cambio en el pH de 5.0 a 8.0 en la
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oscuridad después de una preiluminación a DH5.0 es suficiente para
provocar inhibición, esto indica que la estructura fotoinhibida se
produce durante el salto de pH de valores bajos (pH:5.0) a altos
(pH:8.0). Esto indica claramente que la causa directa de la menor
inhibición no es un transporte de electrones disminuido, debido al
pHbajo, ya que el estado inhibido fue provocado en la oscuridad
por el salto de pH inmediatamente después de que se ha completado
1a preiluminación a pH bajo.

También se ha medido (Tabla X) la inhibición producida,
suministrando energia mediante un salto de pH totalmente en la seu­
ridad. Se observa que cuando se baja el pH y se mide la fotofosfo­
rilación a pH 8.0, para poder detectar alguna inhibición es necesa­
rio alcanzar un cierto nivel de ApH. Asi, un valor de ArfiIde 2.3
unidades produce una inhibición que alcanza el 36%. Es tentador cou­
parar críticamente este resultado con el obtenido por Gromet-Elhanan
(77) en cromatóforos de esta mismabacteria en la que se determina
un valor similar.

Por otro lado, en clorOplastos se puede inducir la síntesis
de ATPa partir de AD?y Pi en total oscuridad, imponiéndole un Av”,
mientras que en cromatóforos, una transición ácido-base sola no pro­
duce sintesis de ATPa menos que se use una fuente adicional de ener­
gia (215) para el "punto de cambio" por encima del cual se observa
fotofosforilación.

Aunque el experimento mostrado en la Tabla IX significa una
transición base-ácido, parece producir_una inhibición similar a la
inducida por PMSen la luz. La eXplicación de esta inhibición no es
sencilla ya que bajo estas condiciones no puede ocurrir una acumula­
ción de protones adentro del cromatóforo ni se puede establecer un
ApH; por lo tanto, la membranano se carga energéticamente como lo
haria en la luz.

Sin embargo, si se equilibran los protones mediante el uso
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de un desacoplante, el resultado es una membranano inhibida Tabla
VII).

.toes , también se ha medido el efecto de la
preiluminación en presencia de F-CCpsobre la actividad de ATPasa

En relación a

inducida por desaceplantes para compararla, en un experimento para­
lelo, con lo que ocurre con la fotofosforilación (Tabla VII). Se ve
que mientras a ATPasaactivada por desacoplantes está inhibida, la
actividad de fotofosforilación no lo está. Esto podria indicar que
el sitio catalitico del CFque interviene en la sintesis o en la hi­
drólisis de ATPpodria no ser el mismo, o por lo menos tendria re­
querimientos estructurales diferentes para expresar sus actividades
enzimáticas. Tambiénindicaria que en el proceso de fotoinhibición
estaria involucrada más de una estructura, alguna de las cuales se
producirian aún en ausencia de un estado de la membranacon alto
nivel eneraético (es decir, en presencia de F-CCP)indicando que
se nuede producir algún cambio estructural previo o independiente­
mente de la acumulación de energia en la membrana.

Reconst tución de 1a fotofosforilación

Para entender mejor el proceso de fotoinhibición y poder
correlacionarlo con el mecanismode la fotofosforilación es que se
han llevado a cabo una serie de eXperimentos de reconstitución de
la fotofosforilación, dondeun CFparcialmente purificado, obtenido
de membranasnormales y de membranasfotoinactivadas, se ha reaco­
plado con membranas "desacepladas" también provenientes de membranas
normales y fotoinhibidas.

El término "desaceplado" referido a las membranasa las cua­
les mediante tratamiento con ClLi 2.0 Mgseles ha extraido parte de
se CF, no es acertado ya que, como se verá más adelante, la acumula­
ción de energia por la membranano se encuentra impedida (181) y so­
lamente está inhibido el paso final de fosforilación. ­

Los resultados obtenidos (Tabla XIII) muestran claramente
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que el proceso de fotoinhibición ha afectado la interacción normal
entre la membranay el CF cambiando la estructura de la membranade
tal manera de modificar esta interacción normal de una forma irre­
versible. Esto es confinnado por un experimento en el cual a mom­
branas "desacopladas" normales y fotoinactivadas se les vuelve a
unir un CFnormal en cantidades apenas superiores a las necesarias
para obtener la máximafotofosforilación y se determina en el so­
brenadante la proteina remanente. Los resultados de este exuerimento
muestran (Tqbla XIV) que la proteina del CF se une a ambas membra­
nas "desacopladas", en cantidades iguales, indicando que el hecho
de que la proteina del CFno restaure la fotofosforilación (Tabla
¿121) no es una consecuencia de una unión deficiente, sino más bien
de una unión defectuosa o inespecifica, que da comoresultado una
membranainactiva.

Además, se ha medido el efecto de la preiluminación en pre­
sencia de PHSsobre el proceso de reconstitución (Tabla XV). Los
resultados indican que la máximafotoinhibición por PHSy la máxima
capacidad de restaurar la fotofosforilación no ocurren en el mismo
momento.Es decir, que la cantidad total de fosfato esterificado
después de 1a fotoinhibición es independiente de la presencia del
CF agregado. Esto parece indicar que durante el suministro de encr­
gia a la membrana"desac0p1ada" ocurre un cambio que no requiere la
presencia de CFy, tal vez, este cambio seria el que posteriormente
evite la unión normal del CF.

Hs importante destacar que el CF extraido de las membranas
fotoinhibidas restablece la capacidad de fotofosforilaeión de manera
normal (Tabla XIII), indicando que no sufre ningún cambio irreversi­
ble. Sin embargo, ocurre algún cambio permanente y este muyproba­
blemente esté localizado en 1a porción del CF que no se extrae de
la membranao en alguna región de la membranatilacoide cercana a
61.

Con respecto a la composición proteica de 1a preparación de
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CF obtenida a partir de un polvo acetónico, comparada con la del
complejo ATPasaintacta publicada por Johansson y col. (198) para
la mismabacteria, se ve que son muysemejantes, sólo que 1a pre­
sentada aqui no es una preparación totalmente pura, además no se
detecta netamente la presencia de las bandas 5 y € ya que se nece­
sitarian concentraciones de proteina muchomás altas para poderlas
evidenciar, perdiendo consecuentemente resolución en las otras sub­
unidades (Fin. 30a). De todas maneras, los pesos moleculares cal­
culados para a, B y y son muy cercanos a los determinados por
Johansson y col. (198) y por Gromet-Elhanan (197). Si se compara la
composición proteica de CF-Li obtenido de membranasnormales y fo­
toinactivadas (Fin. 30h v c) se ve que son diferentes. Esto podria
implicar que, comoconsecuencia de la fotoinhibición, se exponen
a la acción del ClLi subunidades proteicas que en condiciones nor­
males están ocultas, lo cual es una evidencia más de 1a existencia
de cambios conformacionales producidos en la membranapor acción de
la luz, en presencia de PHS.

En las preparaciones de CF-Li, sólo se detecta la presencia
de las subunidades q y B tanto en la preparación cruda como en cada
una de las fracciones de la columna de Sepharosa 6B (Fin. 28 v 32).

Midiendo la intensidad relativa de las subunidades g y B
en los geles de poliacrilanida (Fin. 32) se observa que esta rela­
ción tiende a aumentar hacialas fracciones que tienen mayoractivi­
dad de reconstitución de la fotofosforilación. Este resultado podria
implicar la enistencia de un complejo (08)n básico, al cual se le
reagregarian subunidades a extras incrementando asi el contenido
relativo de á del complejo y, también, que este incremento relativo
en subunidades a seria necesario para restaurar la actividad de fo­
tofosforilación de las membranasextraídas con ClLi. Asimismo, este
incremento relativo de subunidades (Ien el complejo podria traer
como consecuencia una unión adecuada entre el complejo y la membrana.
Aunque aún no ha sido demostrado que la subunidad a posea alguna
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función especifica en las diferentes membranastransductoras de encr­
nia, la interpretación mencionadaantes está de acuerdo con resulta­
dos recientes obtcnidos en Streptococcus faecalis (216) donde exis­
ten evidencias que indican que la subunidad a de la ATPasaestá in­
volucrada en la unión de la enzima a la membrana.

Comparandolos resultados presentados aqui con los nuhlica­
dos por Philosopf y Gromet-Elhanan (197) para el CF-Li aislado del
mismomicroorganismo (R. rubrum) es evidente que esta preparación
es totalmente diferente a la presentada aqui, ya que esta tiene un
alto PH (275.000 D) y presenta dos subunidades cuando es semetida
.a la acción de agentes disociantes, mientras que cn la preparación
puhlicada (197) se trata de la subunidad Búnicamente con un PH de
55.000 D. Es importante resaltar que ambas preparaciones fueron
aisladas siguiendo el mismoprocedimiento, por lo cual las diferen­
cias observadas no se pueden atribuir al procedimiento de preparación.

De todos los resultados discutidos aqui, es claro que las
membranasfotoinhibidas son un sistema muyapropiado para estudiar
la interrelación que existe entre la membranay su CF durante las
etapas en las que acumula energia para luego sintetizar ATP.
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