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I. Introducción

I.1 Fotosintesis

Si bien en general se define Fotosintesis como la asimilación de C02 en la
luz para formar hidratos de carbono y oxigeno, se debe considerar que los pro
ductos primarios de la reacción lumïnica pueden intervenir en otras vias metabólicas.

En la fotosintesis de plantas el transporte de electrones inducido por la
luz acoplado a fosforilación produce oxigeno, NADPHy ATP. Los dos últimos son

consumidos a su vez en los ciclos de reducción de C02. El ATPy los equivalentes
de reducción pueden ser considerados los productos propios de la fotosintesis.
a pesar de que el sistema de transporte de electrones y el sistema de conserva
ción de energia comparte muchas propiedades con otros sistemas de conservación

y transducción de energia (por ejemplo la respiración oxidativa). Estrictamente,
las etapas “luminicas” se sitúan varios pasos antes de la sintesis de ATPy NADPH,

que serïan en realidad también etapas”oscuras“, pues la luz interviene en los
pasos de excitación de los complejos proteina-pigmento hasta la separación de
cargas que en aquellos ocurre y que desencadena el flujo de electrones “fotosíntético”.

Aunquevarios tipos de organismos fotosíntétícos no fotolisan el agua como

fuente de poder reductOr y por lo tanto no liberan 02 como subproducto, el prin
cipio de homologia de las reacciones primarias en la fotosintesis de bacterias
y de plantas está firmementeestablecido(3).

Las fases de la fotosíntesis también están separadas en el espacio. Los pro
cesos de captación de la luz, de transporte de electrones y de fosforilación
están localizadas en sistemas de membranasen todos los aparatos fotosíntéticos
conocidos, sean de organismos eucariontes o procariontes. Sus componentes forman
parte de la membranade manera ¡ntrinseca o extrinseca. En el caso de los orga

nismos eucariontes (plantas y algas) están asentados en las membranastilacoides
que, con diferentes grados de apilamiento, se encuentran confinadas en una or
ganelazel cloroplasto. Mientras que en el caso de bacterias fotosíntéticas y
de algas verdes azules, se encuentran en ¡nvaginaciones mas o menos extensas
de la membranacitoplasmática las que muestran, según las especies y condígéones
de crecimiento, distintos tipos de organización.

Las reacciones del metabolismo del carbono ocurren en general a nivel de

enzimas solubles,que en los cloroplastos se situan en el estroma (fase homogénea
que rodea los tilacoides) y en el caso de los procariontes directamente en el
citoplasma.

El mecanismogeneral de transducción de energia involucra un transporte elec
trónico vectorial inducido por la luz dentro de la membranaal que están acoplados



reacciones y fenómenos que consumen enerqiu, como por ejemplo la sintesis de ATP.

El vinculo entre ambos fenómenos seria, según se acepta en general, un gra

diente electquuimico de protones mantenidopor el transporte electrónico,prin
cipalmente por medio de una translocación de H+ (también vectorial) a través

de la membranaen los puntos de acoplamiento del flujo electrónico que son aque

llas reacciones redox en las cuales se intercambian protones además de electrones.

I.2 Teorias sobre el mecanismo de acoplamiento

Los sistemas de transporte de electrones asociados a la membranainterna de
las mitocondrias, las membranastílacoides de los cloroplastos y las membranasplas
máticas de los procariontes de metabolismo respiratorio o fotosíntétíco están fun
cionalmente ligados a un sistema de sintesis de ATPpor medio de un mecanismo que
es fundamentalmente similar en todos los seres vivos, en el cual interviene un in

termediario energético que puede ser usado también por otros procesos que consumen

energia como por ejemplo el transporte de iones a través de las membranas (5).

Acoplamiento quimico

La hipótesis más antigua que explica esta transducción energética es la del
acoplamiento quimico. En esta se enfatizaba el papel de los transportadores de elec
trones en el proceso de conservación de la energia. Se proponia que una forma de

alta energia de un transportador, participante de una reacción redox liberadora de
energia,unido a un ligando especifico era el vinculo entre el transporte de electro
nes y la fosforilación ( 6,7 ). Sin embargo, nunca fue demostrada la existencia
de un intermediario definido de aquella manera.

Hipótesisgguímiosmótica

Esta hipótesis se deriva del concepto metabólico vectorial de reacciones qui
miosmóticas, definidas c0mo reacciones que son tanto químicas, con un comportamien
to macroscópico escalar, como también osmóticas, pues desarrollan de manera acoplada
a la reacción quimica un proceso también macroscópíco de translocación vectorial
de solutos tales como H+ (8,9 ).

La hipótesis químiosmótica fue fundada en cuatro postulados principales que
fueron casi enteramente hipotéticos cuando se propusieron en 1961 (10).
1) La ATPsintetasa es una ATPasa químiosmótica protonmotiva localizada en membra

na, es reversible y tiene una estequiometrïa + H+/Pcaracteristica.
2) Las cadenas de transporte electrónico respiratorias o fotoredox son también sis

temas quimiosmóticos protonmotivos localizados en membranay tienen la misma pola
ridad de translocación de protones a través de la membranacuando operan en el sen
tido directo (normal) que la que tiene la ATPasaen la reacción de hidrólisis.



Tienen una cstequíometria > H+/2e—caracteristica.

3) Existen sistemas de transporte de solutos ligados a protones o a hidroxilos que
tienen un papel en la estabilización osmótica o en el transporte de metabolitos.
h) Los tres sistemas señalados están insertados a través de una membranaaislante

y cerrada topológicamente (la membranaacoplgntg) que tiene muy baja permeabilidad
a los solutos en general y a los iones H+y OH- en particular.

En la Eig¿_l se muestra el fundamento de la hipótesis quimiosmótica de Mitchell
(8-14) y se resume de la siguiente manera. Los transportadores de electrones están
dispuestos en las membranasde tal manera que la transferencia de electrones, de
centros de bajo a alto potencial redox, está obligatoriamente acoplada con el trans
porte de protones a través de la membranade adentro hacia afuera en las membranas
internas de las mitocondrias y en bacterias intactas, y de afuera hacia adentro en
las membranastilacoides de los cloroplastos y en las vesiculas presentes en las
preparaciones submítocondriales y en los fragmentos de bacterias, por ejemplo en
Cromatóforos. Comoresultado del transporte electrogénico de protones, estos son
acumuladosa un alto potencial electroquimico (fuerza protonmotiva) en el exterior
o interior de la membranarespectivamente. Los protones regresan a su posición ini
cial desplazándose a través de un canal de protones (Fo) en la membrana que conduce

hacia la ATPasa (F1). El sistema enzimático “factor de acoplamiento“, que involucra

los sitios activos (F1) y el canal de protones que es parte integral de la membrana
(Fo), acopla la hidrólisis de ATPcon una translocación de protones a través del ca
nal con una dirección opuesta a la posición del F1. Dadoque esto es reversible,
el pasaje de protones hacia el F1 está acoplado con la sintesis de ATP. De esta ma
nera, un circuito de protones acopla las reacciones liberadoras de energia (flujos
eléctricos oxidativos o fotoquimicos) con la reacción de sintesis de ATPque requie
rc energia.

Independientemente del sistema transductor de energia y de la orientación de
las membranasin vitro, las cadenas de transporte de electrones translocan los H+
hacia el lado de la membrana opuesto al cual está unido el F1.

El gradiente de protones tiene dos componentes energéticas. Una es la quimica
(ApH) y la otra es la eléctrica Au. Con el uso de ionóforos pueden ser modificadas

independientemente. ApHy Awson interconvertibles en cuanto a la sintesis de ATP.
En los sistemas fotosíntéticos se suma al Awla polarización que establecen

los actos fotoquimicos primarios determinada por la separación de cargas en los cen
tros de reacción que se expanden a través de toda la sección de la membrana (15).

Actualmente está totalmente aceptado que todas las membranasque acoplan el
transporte de electrones con fosforilación contienen actividad de bombade H+ ligada



a transferencia de electrones o a hidrólisis de ATP,con las caracteristicas vecto
riales requeridas por la hipótesis de Mitchell. Tambiénestá demostrado que la trans
ferencia de H+a través del canal de protones hacía el F1 puede estar acoplada con

la sintesis de ATP. De la diversidad de pruebas experimentales que apoyan la hipó
tesis, se puede citar para el caso de los sistemas fotosintéticos los fenómenosde
fosforilación en oscuridad mediante un gradiente artificial de H+, establecido me
diante una transición ácido-básica (16,17) Ye] de fosforilación post iluminación
(l8,i9,ll7).

La hipótesis de Mitchell ha provisto de un contexto teórico relativamente sóli
do para la descripción del mecanismo de fosforilación. Sin embargo, como las reac
ciones de liberación y consumode energia están en equilibrio, es dificil excluir
otras explicaciones alternativas en las que se propone un vinculo más directo entre
la cadena de transporte de electrones y la maquinaria de sintesis de ATP. A conti
nuación se reseñan las hipótesis rivales a la quimiosmótica clásica.

Hipótesis de acoplamiento protonmotiva localizada

Williams (20-22) también sostiene que los protones translocados por el transpor
te de electrones son los responsables de la sintesis de ATP. Pero plantea que ellos

son retenidos dentro de la membrana. En la Fig. I esto queda representado como un
canal dentro de la membranaacoplante. Se establecerian asi gradientes de actividad
de H+localizados y existiria entre ellos, las cadenas de transporte de electrones
y los factores de acoplamiento una vinculación funcional, espacial e incluso este
quíomótrica estrechas.

Esto es diametralmente opuesto a lo planteado por la hipótesis de acoplamiento
quimiosmótica protonmotiva delocalizada (Mitchell, clásica) en la cual existe una
independencia total entre las cadenas de transporte de electrones, que contribuyen
con H+a un “pool” común en el espacio osmótico, y los factores de acoplamiento que
de ellas dependen energéticamente.

Sin embargo, está firmemente establecida la existencia de una translocación de
H+hacia el espacio osmótico inducida por el transporte de electrones oxidativo o
fotosíntético y también por la actividad del factor de acoplamiento al hidrolizar
ATP. También lo es, la sintesis de ATPinducida por un gradiente artificial de pro
tones a través de la membrana (16,17).

Para aconodar estos experimentos con la hipótesis de acoplamiento localizado
se considera actualmente que los sitios de acumulación de H+ intramembrana deberian

estar en equilibrio (lento) con el espacio osmótico (S). Esto queda esquematizado

en la Fig. l como un canal en la membrana que une ambos reservorios.
La suposición de que deberia existir un vinculo más directo que un gradiente



de H+ transmcmbrana se base en:

I) La existencia de relaciones esthuiométricas entre los componentesdel transpor
te de electrones y los factores de acoplamiento (23).
2) Fenómenosen los que la inhibición parcial de la fosforílación oxidativa (2h,
25) o fotosíntética (26,27) simultáneamente con inhibidores del transporte de elec
trones y de la transferencia de energia (inhiben a nivel del factor de acoplamien
to) provee una respuesta que es interpretada comosi los sistemas que catalizan
el transporte de electrones y la fosforílación estuviesen operando comoun comple
jo funcional único.

-3) Estudios de translocación de H+enlOS que se detectan barreras de difusión que

impiden su distribución homogénea entre todos los componentes de la membrana (28
30).

Todo esto no podria esperarse si los protones que difunden libremente fuesen

el vinculo entre los dos procesos, tal comolo sostiene la hipótesis quimiosmótíca
clásica. En cambio, si es coherente con la propuesta de que los protones son inyec
tados hacia la región del factor de acoplamiento sin equilibrarse con el espacio
extramembrana (28, 133,177)

Las caracteristicas fundamentales de tanto el modelo delocalizado de Mitchell

comodel localizado de Williams no involucran obligatoriamente la definición del
papel que cumple el H+en la reacción quimica propiamente dicha de sintesis de

ATP. De cualquier manera ambos autores han propuesto un papel quimico para el H+

de alta energia en la esterificación.
Mitchell (14) propone un mecanismo directo en el que los H+atacan al Pi pa

ra dar P0+ y H20. Seguidamente un átomo de oxigeno del ADPataca nucleofïlícamente
. 3 +

al atomo de P del ión P03.
Williams (22) por su parte sugiere que el H+ localizado dentro de la membra

na, al formar el ión H3O+cerca del sitio activo, hace descender la actividad del
HZO,de tal manera de desplazar la reacción en el sentido de los productos (ATP+

HZOL

Sin embargo, hay otro tipo de mecanismopropuesto para explicar los aconteci
mientos a nivel del factor de acoplamiento.

Hipótesis de los cambios conformacionales

Originalmente Boyer (31) habia sugerido que el vinculo energético entre la
sintesis de ATPy el transporte de electrones consistiría en un estado conformacio
nal energizado que seria transmitido directamente desde las proteinas del transpor
te de electrones (a nivel de los sitios de liberación de energia redox) hasta las
proteinas del factor de acoplamiento. En última instancia se produciría una secuencia
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de cambios conformacionales durante el ciclo catalïtico del factor de acoplamien
to que conducirïa las reacciones parciales de “binding” de sustratos y liberación

de productos, ver Fig. I.
Ultimamente, para compatiblizar dicho modelo con la estructura de la hipóte

sis químiosmótica se propone que, si bien los gradientes de H+ representan un pri
mer intermediario de alta energia, este último debe ser transducido en cambios
conformacionales del factor de acoplamiento para sintetizar ATP,a este modelo
se le llama hipótesis de acoplamiento quimiosmótico indirecto (A6). Existen diver
sos fenómenos que apoyan esta hipótesis.

El flujo electrónico en mitocondrias, cloroplastos y bacterias está acompaña
do por marcados cambios en la conformación del F1. Esto se evidencia por un aumen

3
to en el intercambio de H entre el F1 y el agua cuando la membrana tilacoide es
tá energizada (32,33); un aumento en la reactividad de la N-etilmaleimída con los

grupos SHdel F1 en los cloroplastos (ih8); una disminución de la fluorescencia
de la aurovertina unida al F1 (23,3ü); la disociación de la subunidad inhibitoria
del cloroplasto (35) y mitocondrias (36) y el aumento de intercambio con el medio

de nucleótidos de adenina firmemente unidos al F1 de cloroplastos (37), de mito
condrias (39) y de bacterias (39).

Aunqueno es claro cual seria el papel exacto de estos cambios conformaciona

les, Boyer (ho-hu) y Slater (AS) han sugerido que la mayor cantidad de energia

para la sintesis de ATPse usa no en la formación del enlace entre el ADPy el

Pi unidos a la enzima, sino que para la liberación del producto (ATP).

En la Fig. I se comparan todas las hipótesis.
a) La hipótesis quimica sólo tiene caracter histórico (sin embargoes esencialmen
t c0mpatible con las de acoplamiento localizado).m

b) La hipótesis químiosmótica se presenta en su forma más simple, sin especificar
de que manera queda establecido el gradiente de protones provocado por el siste
ma de transferencia de electrones o por el de hidrólisis de ATP(factor de acopla
miento). En esta hipótesis no se descartan los cambios conformacionales, pero de
cualquier manera el centro de la hipótesis químiosmótica es que los protones trans
locados a través de la membranason el vïcnulo entre los dos sistemas.

c) La hipótesis conformacional considera que los cambios estructurales y los gra
dientes de protones son dos fenómenos compatibles. Ambosreflejan una forma inter
mediaria de energia y están en equilibrio. El primero intervendria directamente
en la sintesis-hidrólisis de ATPy el segundo en los transportes de cationes depen
dientes de energia.

Comola hipótesis químiosmótica es sólidamente coherente con una gran diver
sidad de experimentos una pregunta que queda aún en pie es si, en adición al reser
vorio de energia que representa el gradiente de H+ transmembrana, existe un vincu
lo más directo entre el factor de acoplamiento y el transporte de electrones (S).
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I.3 Fotosintesis Bacteriana (Rhodospirillaceae)

|.3.1 Caracteristicas generales
Las bacterias fotosíntétícas son las únicas eubacterias con capacidad para usar

la luz comoúltima fuente de energia ( 129). Por otra parte son también los úni

cos organismos fotosíntéticos incapaces de usar el agua comoúltimo agente reduc
tor y por lo tanto no liberan oxigeno, siendo necesaria la provisión de otro tipo
de reductores. Estos organismos tienen un sólo fotosistema, mientras que todos los
demásfotótrofos, incluyendo las algas verdes-azules(procariontes), tienen dos (47).

Aunquecomparten la capacidad de crecimiento fototrófico, las bacterias foto
sintéticas muestran comogrupo una diversidad y versatilidad notables, no sólo en
su morfología y condiciones de crecimiento, sino también en sus sistemas de pigmen
tos y metabolismo fotosíntético. En la siguiente tabla se señalan las principales
características de los tres grupos de bacterias Fotosíntétícas; tomadade (129)

Bacterías púrpuras
Microorganísmos Bacterias verdes ,

sulfüreas Sulfüreas No SUIFUFCBS

Clasificación antigua Chlorobacteríaceae Thiorodaceae Athiorodaceae

Clasificación moderna Chlorobíaceae Chromatiaceae Rhodospiríliaceae

Géneros Ebjorobium Chromatium Enodgspjriljy:
representativos Chloropseudomonas Thiospirillum Bbpdopseudgmgnai

Pigmentos Bacterioclorofila Bacterioclorofila
c ó d a 6 b
carotenoides carotenoides
monociclicos aciclicos

Fuente de poder SH2; S; SzOÉ' SH2; S; 52032‘ Compuestos orgá
reductor H2 H2 y compuestos nicos (H2 en algg

orgánicos nas especies)

Relación con el Anaerobios Anaerobios Muchas especies
oxigeno obligados obligados son anaerobios

facultativas

Crecimiento en No No Si, respiratorio
oscuridad



No sólo existen diferencias metabólicas entre los tres grupos sino que además
las hay dentro de cada uno y por lo tanto no existe ningún organismo representati
vo para ser estudiado. Frenkel (“8 ) ha enfatizado esto señalando la multiplicidad
de modelos de transporte electrónico en la fotosíntesis bacteriana. Se observa gran
versatilidad metabólica aún en una mismacepa. En efecto, en diversas especies es
comúnque coexistan las potencialidades de respiración aeróbica, fotosíntesis, a
similación heterotrófíca y autotrófica de Nyrespiración anaeróbica.

El aparato fotosíntético bacteriano responsable de la etapa lumínica de la fo
tosíntesis está asentado a nivel de las nembranas intracitoplasmátícas de cuya es
tructura forma parte con componentes intrínsecos y extrínsecos. En la gran mayo
ría de los casos estas membranas están en continuidad morfológica con la membrana

plasmática (conformando invaginaciones más o menos extensas) y de ella se derivan

en un proceso morfogenético que está regulado principalmente por los niveles de

02 y por la intensidad de la luz ( ll9,132 ). En esa membrana fotosíntética se en
cuentran varios complejos supramoleculares y también moléculas más pequeñas que
acopladas funcionalmente desarrollar todala transducción energética, desde la cap
tura de los fotones hasta la sínteSÏS de uniones de alta energía (ATPy PPi) y la
formación de poder reductor útil bioquímicamente (NADH).Las etapas “oscuras” de

la fotosíntesis, por ejemplo las relacionadas con el metabolismo del carbono, son
llevadas a cabo en general por enzimas citoplasmáticas. Comolas membranas intra
citoplasmáticas fotosíntéticas no están confinadas en una “organela” no existe nin
guna barrera de difusión entre los productos “energéticos” de la membranay el ci
toplasma.

Cuando las bacterias son desintegradas por sonicación o por “French Press” las
membranasfotosíntéticas se fracciOnan dando lugar a una suspensión de vesículas,
en general topológicamente cerradas que son llamadas cromatóforos pues histórica
mente era la fracción del homogenatoque portaba los pigmentos fotosintéticos
( 50 ). Esta preparación tiene las características sedimentatorias y de génesis
nrti stial homólogasa la fracción “microsomal” de células eucariontes, a la frac
ción de partículas submitocondriales o a la de partículas subcloroplásticas. Los
términos cromatóforos, membranas cromatofóricas o simplemente membranas son usados,

en general y también en esta Tesis, indistintamente. El proceso de ruptura ocurre
por estrangulación y resellado de las invaginaciones de tal manera que los compo
nentes de membrana adyacente al citoplasma quedan orientados hacía afuera y por
lo tinto quedan en contacto directo con el buffer de reacción, este es el caso del
factor de acoplamiento (ATPsintetasa); en cambio, los componentes que están ¿2
vivo orientados hacía el lumen de la invaginación quedan mirando hacia adentro de
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los cromatóforos(51). En la Fig. I se muestra una reconstrucción del sistema inter
no de membranas fotosíntéticas de R. rubrum.

|.3.2 Transporte de electrones fotosíntético (129)
La energia lumïnica absorbida por la bacterioclorofila de los sistemas “ante

na”, que son los complejos de pigmento-proteina mayoritarios de la membrana, es trans
ferida muyeficientemente (53) a los componentesminoritarios “bacterioclorofila
centro de reacción“ (Bchl CR). El centro de reacción (CR) funciona como el inicia

dor de las reacciones de transporte de electrones pues su potencial medio de oxido
reducción se torna muynegativo cuando capta energia, absorbiéndola directamente
de la luz o derivándola de la previamente atrapada por la “antena”. Esta reacción
primaria en Cromatóforos es similar a la que ocurre en los centros de reacción de
los Fotosistemas l y lI de los cloroplastos, sin embargo, el transporte electróni
c0 subsiguiente es diferente en sus detalles. Unade las caracteristicas es que en
cromatóforos la fotofosforilacíón ocurre en ausencia de aceptores y dadores elec
trónícos exógenos. En efecto, el transporte electrónico, al cual está aceplada la
formación de ATP, es cíclico in vivo y no involucra la oxidación y reducción netas.

Las preparaciones de centro de reacción generalmente se logran libres de los
complejos antena y contienen (ademásdel complejo Bchl-proteïnas) bacteriofeofiti
na, ubiquinona y hierro no hémíco. Algunas preparaciones menos resueltas contienen
también cobre y cítocromos del tipo b y c (132).

El evento fotoquïmico primario es la transferencia de un electrón del CRacti
vado por la luz al aceptor primario (X): CR X + CR+X'.

Se han propuesto varios componentes como los aceptores primarios incluyendo
quinonas y proteinas con hierro no hémíco.

La separación de cargas provoca que el centro de reacción oxidado reciba elec
trones de un donador inmediato y que el aceptor primario reducido reduzca a su vez
a otros canponentes.Se establece de esta manera un flujo electrónico cíclico. Los
transportadores electrónicos son en su gran mayoria citOCromos de los tipos b y c
y Ubiquinona. Esta última está en exceso sobre todos los demás componentes e inter

vendrïa en distintos puntos tales cemo en el aceptor primario (X) y en el secunda
rio (Y).

Los transportadores redox están dispuesusanisotrópicamente en la membranay
establecen asi una translocacíón vectorial de protones.

Estudios en condiciones pre-estacionarias o con inhibidores del transporte
de electrones muestran que el cit. b se reduce y el cit. c se oxida, de manera re
versible, cuando se iluminan los cromatóforos, indicando que el paso determinado
pOr ellos es li ¡tante en el flujo electrónico.



En la Fig. IV se muestra un esquema modelo del transporte de electrones en

R. rubrum.

|.3.3 Conservación de la energia y fosforilación
En i95h Frenkel (5h) observó la existencia de fotofosforilación acoplada a trans

porte de electrones inducida por la luz al mismo tiempo que Arnon gt_al. descubrie
ron Io mismo en cloroplastos (55). La reacción sólo requiere ADP, Mg2+y Pi co

mo sustratos quimicos (el nucleótido debe estar acomplejado con Mgz+),y luz.
Es indispensable, además, que la membranafotosíntética está lo más integra posible.

En concordancia con la hipótesis quimiosmótica se ha demostrado pHmétricamente
que en las bacterias fotosíntéticas existe una intrusión de protones al cromatófo
ro inducida por la luz. La manifestación de esto ¡n vivo es una extrusión de H+
desde la célula hacia el medio (178,179).

La evaluación de la fuerza protonmotiva, que requiere la medición de los com

ponentes Awy ApH, es un requerimiento indispensable para, comparando con el poten

cial fosfato, contrastar que el gradiente electroquimico de H+es un intermediario
energéticamente válido para la sintesis de ATP(177).

El Awpuede ser detectado a) espectrofotométricamente, sobre la base de la res
puesta electrocrómica de los pigmentos carotenoides, que actúan c0movoltimetros
moleculares; b) por el aumentode la fluorescencia del colorante artificial ácido
8-anilínonaftalón sulfónico y c) distribución (entre el exterior e interior de la
vesícula) de iones SCN_. (177)

La determinación del ApHsc hace estudiando la distribución de aminas dc alto
pK. Se usan aminas radioactivas o aminas fluorescentes. En este último caso la más
usada es la 9-aminoacridina que fluoresce sólo cuando está en el medio exterior,
extinguiéndose a medida que ingresa, comoforma descargada, al interior de la vesi
cula. La entrada de la amina es proporcional al ApH(ácido adentro), (123-125,l77l.

Cabe indicar que los diferentes métodos para cada tipo de determinación no son
exactamente equivalentes y esto origina la heterogeneidaddel valor de AGH+determi
nado por los diferentes autores, agravándose el error cuando no se estudian todos
los parámetros en las mismas condiciones o en la misma muestra (180).

Las señales de Awy ApHson ambas extinguidas por desacoplantes. La primera

lo es también especificamente por valinomicina + K+y la segunda p0r nigericina
+ K+ (¡8H

La presencia de sustratos de fosforilación colapsan, en qcncral, parcialmen
te el kw y el ApHreflejando un consumo del intermediario de alta energia (182).

Todas las teorias sobre el mecanismode acoplamiento de la fotofosforilación



implican algún tipo de intermediario o estado de alta energia entre el transporte
de electrones y el aparato de sintesis de ATP. Dicho estado puede ser usado para
mantener también otras diversas reacciones que requieren energia.

Tanto en cloroplastos (18) comoen cromatóforos (19,117) el estado de alta e

ncrgïa fue demostrado por experimentos de sintesis de ATPpost iluminación. En es

tos se logra una separación completa entre el transporte de electrones inducido
por la luz y los pasos “oscuros” de sintesis de ATP. El estado de alta energia se
colapsa durante el periodo de oscuridad con una vida media del orden de segundos.
Esto, en términos de las hipótesis protonmotívas, se debe a la permeabilidad intrin
seca de la membrana a los H+. Los experimentos demuestran que el gradiente de pH

que se construye durante la etapa luminica constituye el reservorio de energia que
es usado durante las etapas oscuras de consumode energia.

También fue demostrado en cloroplastos (16,17) y en cromatófOros (183 ) que

un gradiente de pHartificial (ácido adentro) puede conducir 1a sintesis de ATP
totalmente en oscuridad.

Estas demostraciones sugieren que los sistemas fotosíntéticos pueden transdu
cir la energia de un gradiente de pH en ATP, sin requerir del funcionamiento del
transporte de electrones. Sin embargo, no se puede concluir de manera inmediata que
el estado de alta energia mantenido por la luz sea idéntico al representado por
cl gradiente de H+o que dicho gradiente sea indispensable para la sintesis de
ATP ( 129).

I.3.A InhibidOres del sistema transductor de enerqia
La sintesis de ATPocurre como último paso de una serie encadenada de reaccio

nes y fenómenos de distintas indoie, de manera tal que se puede provocar su inhibi
ción a diferentes niveles. A continuación se indican para bacterias fotosintéticas
los distintos tipos de inhibidores. En la Fig. lII se reseña sus relaciones con el
transporte de electrones y la fosforilación, evidenciándose el fenómenode control

fotosíntético, y en la Fig. IV se muestra a qué nivel actuarian en el sistema de
fotofosforilación de R. rubrum.

Inhibidores del transporte de electrones
o-fenantroiina inhibe la oxidación del aceptor primario (18h).
Antimicina A y 2-heptil-h-hidroxiquinolina-N-oxido (HOQNO)inhiben el pasaje

de electrones del citocromo b al c impidiendo que los protones sean translocados

al interior de la vesícula ( 185 _ 183 ). La Antimicina A se uniria estequiomé
tricamente con el citocromo b (115).

Dibromotimoquinona (DBMIB)inhibe a nivel de las quinonas en un sitio paralelo



al de la Antimicina A pues hay un efecto sinergistico en la inhibición del transpor
te de electrones cuando ambos inhibidores están presentes (115).

La inhibición de ha fotofosforilación por Antimicina A, HOQNOy DBMIBqueda

sin efecto por el"bypass” del PMSque establece un transporte de electrones arti
ficial gracias a sus propiedades lipofïlicas y potencial medio de oxidorreducción

( 115,128,169,185 ), ver Fig. IV.
No se conoce exactamente la amplitud de llby-pass“ del PMS. Este podria donar

los electrones al cit. c o directamente al centro de reacción fotooxídado (Fig. IV).
Otros compuestos que pueden anular la inhibición de la Antimicina A y HOQNO

son los pares redox ascorbato-diclorofenol¡ndofenol o ascorbato-diamínodurene o

ascorbato-TMPD. Esto es posible sólo en presencia de oxidantes tales como 02, NAD+
o metíl viológeno, pues se establece un transporte de electrones mantenido por la
luz aciclico artificial desde el ascorbato al los oxidantes.

Aún en ausencia de Antimicina A, y siempre que exista un potencial redox am

biente adecuado (‘69), tanto PMS, TMPDcomo DADestimulan ampliamente la velocidad

de fotofosforilación (hasta más de lO veces el valor endógeno) de manera tal que

se ha propuesto que el paso limitante del transporte de electrones endógeno está
a nivel del cit. b-cit.c (189).

Se interpreta además que los mediadores redox artificiales que translocan H+

per ¿e (PMS, DAD)establecen un mecanismo artificial de acoplamiento (130).

Inhibidores de la transferencia de energia
Inhiben, a nivel del complejo factor de acoplamiento, la sintesis y la hidró

lisis de ATPcomoasi también las reacciones dependientes de energia provista por
la hidrólisis de ATPy el establecimiento del gradiente de H+ transmembrana mante
nido por dicha reacción. En Cambio, no tienen acción directa sobre el transporte
de electrones ni sobre la conservación de la energia transducida de la luz. Sólo lo
tienen, de manera indirecta, a través del l'control fotosíntétíco“ provocando que
disminuya el transporte de electrones y aumentando el nivel de AGH+dado que inhi
ben su consumo a nivel de la sintesis de ATP ( 52)

Oligomicina y DCCDactuan de esa manera ligándose a un proteolipido de la frac
ción Fo del factor de acoplamiento ¡nhabílitando la capacidad de translocar proto
nes a través de canal que conforma el Fo, ver I.3.5.

Desacoplantes
De manera amplia, el fenómeno de desacople puede ser definido como la destruc

ción del estado energético de la membrana, independizándose asi el transporte
electrónico, que queda estimulado, de la sintesis de ATP, que queda inhibida (190).



Los desacoplantes son en general ácidos débiles lipofïlicos y aumentan la
permeabilidad de las membranas(naturales o artificiales)a los H+. Desde un
punto de vista de las hipótesis de acoplamiento protonmotivas, los desacoplantes
inhiben la fostrilación pues evitan, actuando comocortocircuitantes,que SC formen
qradientes de protones a través o dentro de la membrana. Dos desacoplantes muy potentes

usados enel'estudio de la bioenergética de bacterias fotositéticas son FCCPy CCCP(liS).

La estimulación del transporte de electrones por un desacoplante se debe a la
eliminación de la retropresión de H+que normalmente restringe la transferencia de
electrOnes a nivel de los sitios de acoplamiento en la cadena redox (puntos de trans
locacíón de H+). Esta es la manifestación del “control respiratorio“ o “control
fotosíntético” en los cuales la presencia de sustratos de fosforilación estimula
reversiblemente el transporte de electrones. En efecto, los sustratos permiten el
consumo de H+a nivel del factor de acoplamiento y por lo tanto disminuye la fuer
za protonmotiva (¡15).

Otras reacciones y fenómenosque están ligados al estado de alta energia de
la membranay por lo tanto inhibibles por un desacoplante son(115,129)3
- Reducción del citocromo b y oxidación del citocromo C mediante la hidrólisis de
ATP o de PPi

- Reacción de transhidrogenasa (reducción de NADP+mediante oxidación de NADH).La

energia es provista por la luz o por la hidrólisis de ATPo PPi
- Reducción de NAD+por succinato usando energia provista por la luz o por hidróli
sis de ATP

Ionóforos

Es un grupo de antibióticos lipofïlicos que tienen la propiedad de aumentar
la permeabilidad especifica a ciertos cationes en las membranasbiológicas y ar
tificiales (181).

La valinomicina forma complejos cargados con iones alcalinos. Pueden crear de
esta manera una permeabilidad especifica para K+. En condiciones de luz continua
inhibe parcialmente la fosforilación mediante el colapso de la componenteeléctri
ca (Aw) de la fuerza protonmotiva (AüH+)

Gramicidina transporta tanto protones c0mo K+ y Na+ y es un potente inhibidor
de la fosforilación y su acción es similar al de un desacoplante

Nígericina es un ionóforo que forma complejos descargados con K+al que trans
porta en intercambio con H+ destruyendo el ApH.

Las combinaciones de valinomicina y nigericina en presencia de K+ inhiben com
pletamente la fosforilación. Esto es asï aún en los casos en los que cada uno de
los ionóforos por separado no proveen inhibición. En conjunto conforman un ciclo



de disipación de energia al transportar K+y H+a través de la membranacromatofórica.

|.3.5 Factor de acoplamiento de bacterias fotosíntéticas
La ATPsintetasa o factor de acoplamiento es la enzima clave en el proceso

de fosforilación ligada a tranSporte electrónico. Esta enzima tiene una estruc
tura y una función muy similares en todos los organismos estudiados, sean eucarion
tes (tanto en mitocondrias comoen cloroplastos de plantas superiores y algas) o
procariontes de metabolismorespiratorio o fotosintético.

Asi como en 1962 Fernández-Morán ( 56 ) lo estudió en particulas submitocon

driales, de y Afzelius en 196A ( 57 ) identificaron en cromatóforos de R. rubrum

por microscopía electrónica la estructura de lo que en 1966 fue demostrado ser el

factor'de acoplamiento por Kagaway Racker ( 58). En 1970 Baccarini-Melandri gt
El; ( S9) aislaron de Rps. capsulata una enzima con actividad ATPasaque era capaz
de reconstituir la fotofosforilación de las membranasde las cuales se la habia ex

traido. Desde entonces se han extraido y purificado en diversos grados los factores
de acoplamiento de diferentes bacterias fotosíntéticas y en todos los casos compar
ten las mismascaracteristicas principales de estructura y función (Sl ), siendo
el factor de acoplamiento de R. rubrum el mejor estudiado ( 60,61,lh6).

Originalmente los factores de acoplamiento fueron definidos comofactores pro
teicos que estaban involucrados en la sintesis de ATPpero no catalizaban reaccio
nes de oxido-reducción ( 62). Dichas enzimas están insertadas en las membranas trans

ductoras de energia y estan dotadas de una actividad ATPásica reversible que a su
vez acopla una translocaciónde protones a través de la membrana(#6, 51,63).

Algunosmiembrosde las bacterias fotosíntéticas poseen la caracteristica es
pecial de poder sintetizar ATPtanto mediante un transporte de electrones inducido
por la luz como por uno dependiente de respiración y se ha demostrado, en experimen
tos de reconstitución cruzada, la potencialidad para las dos funciones por parte
de los factores de acoplamiento provenientes de bacterias crecidas en ambas condi
ciones ( Si).

El factor de acoplamiento tiene dos componentes, una extrinseca (F1) fácilmen
te extraible sin la destrucción de la membranay otra que forma parte integral de

la membrana (Fo), ver un esquema en la Fig. A3 bis.
El método usado para solubilizar la porción hidrofilica del factor de acopla

miento es análogo al usado en mitocondrias y cloroplastos..El método general varia
desde ¡ncubaciones (10 min) con baja fuerza iónica a sonicaciones (1-2 min) en pre
sencia de EDTAi mM,según la estabilidad del complejo proteina-membrana en las di

ferentes especies. La actividad de la enzima extraída debe ser protegida con concen
traciones milimolares de ATP ( 51,112)



En bacterias fotosíntéticas, por ejemplo Rps. capsulata o R. rubrum, la extrac
ción del F1 no perjudica ni la capacidad de transporte de electrones ni la conser
vación del intermediario de alta energia (gradiente electroquimico de protones ).
Esto contrasta con el desacople generalizado que ocurre en cloroplastos al extraer
el F1. En este ültimo caso el F1 tendria un papel estructural muy importante en la
impermeabilidad a los protones de la membrana ( 51,129). Por otro lado, la remo

ción de la actividad ATPasaMg-dependiente de la membranaes paralela a la pérdida
de capacidad de fotofosforilación. En cambio, la actividad de pirofosfatasa no es
modificada ( 129), ver más adelante.

Los factores de acoplamiento de las bacterias fotosíntéticas tienen, en general,
una alta actividad hidrolitica de ATPen oscuridad tanto cuando están unidos a las

membranas como cuando están en forma soluble luego de su extracción. El sustrato

de la actividad hidrolïtica de la enzima unida a membrana es HgATPpero CaATPtam

bién puede ser hidrolizado, aunque con menor velocidad ( 51,1h6 ). Esta dependencia

del catión es el origen de 1a nominación de la actividad como Mg-ATPasa. La enzima

también es llamada H+-ATPasacuando se quiere recalcar su papel de translocadora

vectorial de protones. Cuando la porción F1 de R. rubrum es solubilizada sea por
sonicación en presencia de EDTAo por extracción con buffer a partir de un polvo

acetónico de cromatóforos, la enzima sólo puede hidrolizar CaATPy el Mg2+actúa
como inhibidor competitivo ( 51,1h6). La enzima pierde su capacidad de hidrolizar
CaATPy se transforma nuevamente en Mg-dependíente al ser reconstituïdo el sistema

( Sl ). En efecto, 1a porción F1 puede ser fácilmente reasocíada a los cromatóforos
de los cuales se la extrajo. Los iones Mg2+son un prerequisito para la reconstitu
ción. Paralelamente con la reconstitución de la sintesis de ATPtambién se restau

ran otras actividades tales comoel intercambio ATP-32Pi ( 51,112 ). La reconstitu
ción de la fotofosforilacíón es el criterio de definición de factor de acoplamiento.

La actividad de Mg-ATPasade membranaes sensible a inhibidores de la transfe

rencia de energia. En cambio, en RES. capsulata y en R.rubrum la sensibilidad a
oligomicina se pierde completamente luego de solubilizar y purificar 1a enzima F];
dicha sensibilidad se recupera luego de la reconstitución ( 51,112).

La fracción extrïnseca y soluble en agua F1 tiene un peso molecular que varia
entre 280 Kd y 380 Kd ( 6h,1h6) y contiene cinco subunidades a, 8, y, 6 y e cuyos

pesos moleCUlares son 5h Kd, 50 Kd, 32 Kd, 13 Kd y 7,5 Kd respectivamente, según

Su migración en una electro oresis en gel con SDS( 60 ). Estos resultados concuer
dan con los encontrados en cloroplastos ( 65,129)

En años más recientes se ha podido aislar de bacterias fotosíntéticas, por me

dio de detergentes, el factor de acoplamiento integro es decir las subunidades F1
y Fo juntas ( 66 ). En adición a las 5 subunidades que pertenecen al F1 el complejo



contiene 3 ó h subunidades adicionales tal comoaparecen en una electroforesis en

gel con SDS (66-68).

Una de las subunidades de Fo es el proteolipido que ha sido aislado, purifica
do y secuenciado sus aminoácidos.( 69 ). El proteolipido es la subunidad a la
cual se une covalente e irreversiblemente el inhibidor de la transferencia de ener

gia DCCD(diciclohexilcarbodiimida) ( 63 ). El proteolipido organizado de ma
nera hexamérica actüa comouna estructura protonofórica. El DCCDinhibe esta propie
dad y se explica asi el papel conductor de protones de la subunidad hidrofóbica
Fo y la inhibición de la actividad de sintesis y de hidrólisis de ATPdel factor
de acoplamiento que de manera acoplada a dichas actividades transloca vectorialmen
te protones. De esta manera,el criterio para la purificación del F1-Fo es su acti
vidad MgATPasasensible a DCCDy/o oligomícina.

Pirofosfatasa unida a membrana

Los cromatóforos de R. rubrum pueden catalizar en ausencia de ADPla sintesis

de PPi inducida por la luz ( 70 ). En un principio esta actividad fue considerada

como una reacción lateral de la ATPasa unida a membranapero diversas evidencias

muestran que la actividad PPiasa es llevada a cabo por otro factor que es insensible
a la oligomícina.

La ATPasay la PPiasa pueden ser selectivamente separadas sin ser afectada la
otra actividad (71).

La sintesis de PPi es inhibible por desacoplantes y por inhibidores del trans
porte de electrones (115,129).

La actividad de PPiasa de membrana es inducible por un desacoplante tal como
la de ATPasa (115 ), ver I.h.l.

La función catalitica y posiblemente la función fisiológica de la PPiasa de
membranaparece ser equivalente a la de un factor de acoplamiento. Evidencia de es
to constituyen los siguientes fenómenos: l) sintesis de ATPacoplada a la hidróli
sis de PPi; las evidencias isotópicas sugieren que la reacción ocurre a nivel de
enzimas diferentes y entonces el acoplamiento serïa através del estado de “alta
energia de la membrana” ( 118),

Otras reacciones dependientes de la hidrólisis de PPi son: 2) Transhidrogena
sa dependiente de energia ( 72 ), 3) reducción del citocromo b ( 73 ), h) reducción

de NAD+por succinato ( 7h ), 5) intrusión de protones ( 75 ), 6) corrimiento del
pico de absorción de carotenoides dependiente de energia (76).

Todos estos datos indican claramente que la PPiasa puede mediar la transducción
de energia entre la sintesis de PPi (o hidrólisis) y otras reacciones de membrana
generadoras de energia (o consumidoras de energia). El vinculo intermediario seria
también el gradiente electroquïmico de protones.
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I.h Regulación de la actividad del factor de acoplamiento
|.h.l Regulación de la actividad ATPasa

La actividad del factor de acoplamiento de bacterias fotosíntéticas es mo
dificada por interacciones con los sustratos y con la cadena de transporte de
electrones. Estas propiedades recuerdan en muchoscasos a aquellas de los facto
res mitocondriales cloroplásticos. Estas observaciones hablan en favor de una
constancia sustancial en la evolución de la proteina factor de acoplamiento y
concuerdan también con su papel dual tanto en el metabolismo aeróbico como foto
sintético (Sl).

El primer fenómenode este tipo descubierto en cromatóforos de Rps. capsu
laga fue la estimulación (2-3) veces de su relativamente baja actividad ATPásica
por iluminación (193). Esta activación es fácilmente reversible y es completamen
te inhibida por Antimicina A. La actividad estimulada es relevante a la transduc
ción de energia pues es inhibida por los inhibidores de la transferencia de ener
gía oligomicina y aurovertina (este último inhibe a nivel del F1).

La MgATPasade R. rubrum también puede sufrir cambios conformacinales.En

efecto, flashes cortos de luz en presencia de Pi l mMactiva transitoriamente
la ATPasa a través de una disminución de la Kmpara ADP. El Aw'sérïa el respon

sable de este fenómeno dado que es evitado con valinomicina + K+ (lh7).

Por otro lado, en Rps. capsulata el Pi en concentraciones l mMestimula
la actividad modificando sólo la Vmax(19h). El sulfito ejerce una C tivación
similar en R. rubrum (196). Los autores proponen que estos aniones activantcs
cambian la conformación de la enzima hacia un estado más activo.

Efecto de los desacoplantes
La actividad ATPásica de cromatóforos es estimulable por bajas concentracio

nes de desacoplante. Sin embargo, altas concentraciones producen un efecto inhi
bitorio de la actividad, la que puede llegar a adoptar valores muchomenores que
los de la reacción constitutiva. La interpretación del fenómenono es fácil, pe
ro diversos autores (195 han propuesto que resulta de un control dual de
la energia de la membranasobre la actividad de la enzima. En ausencia de desa
coplante el gradiente electroquimico de protones que establece la propia activi
dad de hidrólisis (dado el carácter quimiosmótico de la enzima) ejerce una retro
presión de H+sobre la reacción. Esto tiende a frenar la reacción. La adición
de concentraciones bajas de desacoplante aumenta la permeabilidad de la membra
na a los H+y de esa manera se atenüa la retropresión y el “turnover” de la en

zima aumenta. Sin embargo, la enzima parece necesitar de un cierto nivel de ener
gia pues cuando está altamente desacoplada la actividad se inhibe. El Mg2+
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libre parece ser el causante de la inhibición, pero sólo cuando la membranaes
tá desenergízada (195). La luz evita la inhibicón pues colabora a mantener un
nivel alto de energia a través del transporte electrónico fotosíntético.

Rol de los nucleótídos unidos

La porción F1 del factor de acoplamiento tiene nucleótídos de adenina fuer
temente unidos y este fenómeno ha sido discutido en conexión con la hipótesis
de fosforilación por cambios conformacionales de Boyer en la que existirïan dos

sitios que se alternarian en la sintesis de ATP(176), ver Fig. I. El punto en
discusión es si el ATPfirmemente unido es un prerrequisíto necesario para el
proceso de fotofosforilación.

Parece ser una propiedad comúnde todos los factores de acoplamiento de te
ner nucleótidos de adenina firmemente unidos. El factor de acoplamiento de clo

roplastos (CF1) tiene 2 moles de ADPpor mol de CF] (78). El F1 mitocondrial tie

ne 2 moles de ATP y l mol de ADP por mol de F].

Los cromatóforos de R. rubrum contienen 1-2 moles de ATP por mol de F1; tam

bién presentan ADP. El ATPo ADPes liberado lentamente en condiciones de ilumi

nación en presencia de Pi, pero esta liberación es muy lenta como para dar cuen
ta de que los nucleótídos son intermediarios obligatorios en el proceso de fo
tofosforilación. La misma conclusión es extraida del hecho de que análogos de

nucleótídos son fosforilados a velocidades considerables sin existir paralelamen
te liberación de nucleótídos, incluso en condiciones de flashes individuales de
luz (79). Estos resultados descartan la propuesta de que el ATPfuertemente uni
do representase un intermediario directo en el proceso de fosforilación tal como
habia sido propuesto en (191J 192).

I.h.2 Inhibiciones de la actividad del factor de acoplamiento por tratamientos
de preiluminación

Cuando se preiluminan los cromatóforos de R. rubrum con luz intensa en presen
cia de PMSpero en condiciones de fosforilación (ausencia de sustratos) se pro
voa una inactivación irreversible (50%-80%)de la fotofosforilación y también
de la ATPasa inducible por desacoplantes (198-203). Este fenómeno tiene las si
guientes propiedades.
-El curso de la fotoinactivación es del orden de la cinética del establecimiento

del estado de alta energia de la membrana.
-Se puede evitar la inhibición si la preiluminación ocurre en presencia de desa
coplantes (CCCPo FCCP) o en ausencia de PMS. Es decir el fenómeno ocurre sólo
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si la membranaestá altamente energizada.
- Las condiciones de fosforilación ofrecen una protección prácticamente completa.
Pi, Mg2+o ADPpor separado, o en conjuntos de dos, no proveen protección. Tam

poco lo hace el ATP.

- La dependencia del pH de la (s) reacción (es) que conducen a la fotoinhibición

puede indicar que una reacción parcial del proceso de fotofosforilación, tal vez
sólo un cambio conformacional del factor de ac0plamiento preceda a la fotoinac
tivación.
- Se puede proteger la inhibición si la preiluminación transcurre en presencia
de otras reacciones que consuman energia, tal como la fotorreducción de NAD+.
- Los cromatóforos pretratados por preiluminación se transforman en más permeables
a los protones, tal comose refleja en una menor nivel de estado estacionario
de intrusión de protones y en un menor tiempo medio de colapso de dicha intrusión

al apagar la luz. También es menor el ApH. Estos fenómenos de los cromatóforos

pretratados son evitables con el agregado de los inhibidores de la transferencia
de energia DCCDy oligomicina, pero no por aurovertina . La mencionada obturación
de la permeabilidad sólo restaura una fracción de la inhibición (lS-h0%).



¡.5 Efecto de la temperatura sobre procesos biológicos. Su relación con la in
teracción lipido-proteina en las membranasbiológicas

La energia de la mayoria de las moléculas (o átomos) de una población es

usualmente insuficiente para permitirles participar en un proceso quimico (rec
ción) o fisico (por ejemplo difusión). La energia minimanecesaria para que di
chos procesos ocurran se llama energia de activación.

Comolos procesos biológicos dependen de, o estan compuestos por, fenómenos

quimicos y fisicos, se pueden estimar las energias de activación de aquellos
procesos a partir de las correspondientes a los fenómenosquimicos y fisicos
que los constituyen (80).

l.5.l Ecuación de Arrhenius (80, 81,_82).

La velocidad de un proceso quimico sigue, a menudo, una ley matemática que
describe la velocidad en función de la concentración de los reactantes y de una

constante de velocidad k dependiente de la temperatura. Esta última relación es
tá explicitada por la ecuación de Arrhenius.
k = A exp (- Ea/R.T) (l)

Son caracteristicas de esta ecuación: el factor pre-exponencial A; la cons
tante Ea; R, la constante de los gases en unidades apropiadas y T, la tempera
tura absoluta.

La forma logaritmica de la ecuación
ln k = ln A - Ea/R.T (2)

permite graficar los datos experimentales para corroborar el cumpli lento de
la ley y el cálculo de los parámetros característicos de una reacción particular.

Se debe recalcar que la ecuación de Arrhenius es empirica y que sus constan
tes pueden ser interpretadas en ténninos de diferentes teorias.

A continuación se resunne las diferentes te0rias que son coherentes con la
ecuación empírica de Arrhenius.

1.5.2 Teoria de la colisión de esferas sólidas (80,81 )
Esta teoria considera que la velocidad de una reacción está determinada por

la frecuencia de colisión entrelas moléculas delos reactantes que'son considera
das esferas elásticas perfectas.

La frecuencia de colisión es proporcional a la concentración y a la veloci
dad de los reactantes. Pero la velocidad de reacción no es igual a la frecuen
cia de colisión porque sólo una pequeña proporción de las colisiones proviene
de moléculas con energia suficiente comopara reaccionar. Este umbral de energia



es lo que se conoce cono energia de activación (Ea). La ley de Maxwell-Boltzman

indica que la fracción de moléculas de un sistema que posee una energia igual
o superior a Ea, a una tenperatura T, es proporcional a
exp (-Ea/R.T) (3)

Entonces, la velocidad de reacción es igual a la frecuencia de colisiones fruc
tfferas.
Para la reacción A + B-————-——#C

v = k2 [A] [a]

donde k2 es la constante de velocidad de segundo orden dependiente de la tempe
ratura.

k2 = P.Z exp (-Ea/R.T) (h)

P.Z es el factor no exponencial análogo al factor A de la ecuación (l).
P es la probabilidad de que ocurra la reacción cuando colisionan moléculas

con energïa suficiente. Dependede factores tales como la orientación de las
moléculas colisionantes. Z es la frecuencia de colisión: nümerototal de coli

siones por unidad de volumen y de tiempo. Este factor es a su vez levemente de

pendiente de la temperatura, o sea que un gráfico de Arrhenius c0rrecto deberï
mostrar una leve curvatura hacia arriba. En general
Z = D.(T)rn con m = 1/2 y D es una constante

Se puede calcular que el efecto de la temperatura sobre la frecuencia de coli
siones es despreciable en el rango de temperaturas de interés biológico, y por
lo tanto una eventual curvatura hacia arriba de un gráfico de Arrhenius no es
justificable sobre esa base.

Estrictamente, la teorïa de la colisión es aplicable solamente a gases.

I.5.3 Teoria del complejo activado(83,3h)

El punto central de la teoria del complejo activado o de Eyring es que la
velocidad de cualquier reacción a una dada temperatura depende solo de la con
centración de un complejo activado de alta energia que está en equilibrio con los
reactantes no activados.

s + E;<::<:ess* —————————rSE

donde, en el caso de una reacción enzimática, S es el sustrato, E la enzima,

SE* el complejo activado y SE el complejo enzima-sustrato.

De acuerdo con la teoria,todos los complejos activados se desdoblan a una
velocidad dada por

Voth. T/h

donde kB es la constante de Boltzman (R/n°Avogadro) y h es la constante de Plank.



Es decir, la velocidad del desdoblamiento es independiente de la naturaleza del
complejo. La constante de velocidad será:

K = __j%;____ K#
K#es la constante de equilibrio para el equilibrio entre el complejo activado y
las moléculas no activadas. Las ecuaciones termodinámicas clásicas pueden ser
aplicadas a este equilibrio, de manera que
AG# = AH# - T.As# = -RT ln K# ( )

sustituyendo

K = kB ' T exp (- AG#/RT) = —Eg—¿—l— exp (J AH# ) exp (AS#)h h -———- -——
RT R

Suponiendo que AS# no cambia con la temperatura se puede llegar a

d ln_K_= _¿_ + AHfl _ AH# + R.TdT T TT?‘—RT7—
Esta ecuación puede ser comparada con la ecuación empïrica de Arrheníus

d ln K _ Ea_dT‘ïz
La homologïa permite
Ea = AH# + R.T

La ecuación ( ) puede ser reescrita como
-AH# + R.T l

Usualmente se grafica log K versus l/T. La pendiente de la recta será
- (AHfl + RT)/2,303 R.



l.5.h Secuencias de reacción engpasos múltiples (80,83)
La velocidad de reacción de un proceso único está determinada (si se mantie

nen las demás variables constantes) por su energia de activación. En el caso
de una reacción única compleja, resultante de una serie de estados activados

intermedios, su velocidad queda determinada por la energia de activación de aque
lla reacción componente de la serie que tiene la may0r Ea respecto del estado
energético inicial. Esa etapa parcial de la reacción es la que constituye el
paso limitante de toda la serie y por lo tanto el efecto de la tenperatura sobre
la reacción es a nivel de dicho paso.

En el caso de una reacción global resultante de un acoplamiento en serie
de varias reacciones quimicas (por ejemplo enzimáticas) la velocidad del ultimo
paso queda determinada por la marcha de la reacción componente más lenta, inde

pendientemente de las.energias de activación.
Frecuentemente se obtienen datos cinéticos de reacciones biológicas (y no

biológicas) que parecen ser tratables por interpretaciones simples a pesar de
que en realidad la reacción está compuesta por varias etapas acopladas. Esto
es asi pues la reacción está limitada por el paso limitante que obviamente es
único.

Cabe señalar lo siguiente. A priori se puede pensar en aislar los “sustratos”
del paso limitante y estudiar las caracteriticas cinéticas de esa reacción por
separado. Pero, tal comosucede en todos los sistemas simplificados, es dificil
predecir el grado de homologia de dicho sistema respecto del original. Esto debe
ser enfatizado, en especial en el estudio de procesos a nivel de membranas
biológicas.

I.S.5 Efecto de la temperatura sobre las reacciones enzimáticas (81,82,83)
El efecto de la temperatura sobre la velocidad de las reacciones enzimáticas

puede deberse a varias causas diferentes:
- Puede haber un efecto sobre la estabilidad de la enzima.

- 0 sobre la velocidad de descomposición del complejo enzima-sustrato para

dar el producto (k+2).
En condiciones de desaturación, puede deberse a un efecto sobre la afini

dad entre el sustrato y la enzima (k+1 o/y k_1) o sobre la afinidad por
activadores e inhibidores.

- Tambien a un efecto de las funciones de pH de alguno o todos los componen
tes que participan en la reacción debido a una alteración de sus sz.
Un canbio de temperatura puede provocar la transferencia de la función
li ¡tante de la velocidad de una enzima a otra en sistemas que involucran



dos o más enzimas acopladas con diferente dependencia de sus velocidades

con la temperatura.

- También puede haber efectos de la temperatura a través de causas secunda

rias tales como cambios en la concentración de 02 debido a cambios de su
solubilidad o cambios en el pH del buffer usado.

Todo esto sugiere que el efecto de la temperatuta es extremadamente complejo

y son diversos los parámetros que hay que controlar o estudiar para lograr infor
mación relevante.

Para que los valores de Ea, tal como se los determina a partir de un gráfico
de Arrhenius tengan el significado correcto, se debe tener cuidado de obtener
la Vmaxa cada tenperatura para construir el gráfico. En efecto, la Kmpuede
depender de la temperatura y no es suficiente suponer que una concentración de
sustrato que sature la enzima a una temperatura, lo haga también a otras.Este
descuido ha resultado en considerables errores en muchos casos ( 85 ).

Cuandose grafica el logaritmo de la velocidad vs. l/T no siempre se obtiene
una linea recta en todo el rango de temperatura estudiado. En muchos casos el

gráfico tiene una discontinuidad en la pendiente y se aproxima a dos rectas que
se cruzan a una cierta tenperatura a la que se llama “Temperatura de transición“
(Tc). De esta manera hay dos Ea diferentes para los rangos de temperatura que
separa Tc. Se han propuesto diferentes explicaciones para distintos casos.
l) Desnaturalización de la enzima. Se manifiesta por una caida brusca del grá

fico por encima de una temperatura dada (relativamente alta) (Fig. V a).
2) Desoptimización de las condiciones de reacción de manera continua con el cam

bio de temperaturaL Surge de haber establecido concentraciones saturantes u 6p
timas de ligandos y/o condiciones óptimas de pH, fuerza iónica, potencial redox,
etc.a una temperatura y mantenerlas a todas las temperaturas probadas, sin co
rroborar que a estas últimas también sean óptimas. Independientemente de la tem
peratura en la que se establecieron las condiciones óptimas, el gráfico se cur

va hacia abajo manifestándose como en la Fig. V b cuando las condiciones ópti
mas se establecen en alguno de los extremos del rango de temperaturas estudiado,

o comoen la Fig.V e cuando dichas condiciones se establecen para una tempera
tura intermedia. Por otro lado, se puede obtener rectas con pendiente diferente
que la real en los casos donde no existe ningún rango de temperatura donde las
condiciones establecidas se mantengan óptimas.
3)Existencia de dos reacciones paralelas. Es el caso de dos enzimas o dos centros
activos que catalizan la misma reacción pero con diferente dependencia de la tempe
ratura.La velocidad de la reacción con mayor dependencia de la temperatura aumen
ta más pronunciadamente con el aumento de la temperatura. Por lo tanto, al medir
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la velocidad global que involucra las dos reacciones, a temperaturas altas se presenta una
Ea aparente mayor. En estos casos la discontinuidad no es abrupta a no ser que las dos Ea

difieran mucho. El gráfico se curva hacia arriba (Fig. V c).
4) Unproceso global que involucra dos reacciones sucesivas con diferente dependencia de la

temperatura. La reacción con una dependencia de la tenperatura mayor es la que tiene velo
cidad mayor a temperaturas más altas y por lo tanto el proceso global va a estar limitado
por la otra reacción. De esta manera, la velocidad y la Ea observadas son iguales a las de

la reacción limitante. Esto queda reflejado en un gráfico de Arrhenius con concavidad hacía

abajo. La Fig. V d muestra el caso hipotético de una serie lineal de reacciones acopladas
que se constituyen sucesivamente en el paso limitante de la reacción global conforme cambia
la temperatura.
5) La enzima tiene dos formas con diferente actividad. Las dos formas están en equilibrio
y son activas, pero tienen diferente Ea. Si la temperatura tiene un efecto importante en
el cambio de una forma a otra, se puede observar un cambio abrupto en el gráfico de Arrhe

nius. El gráfico puede adoptar formas convexas (Fíg. V b) o cóncavas (Fig. V c) según la

enzima, aunque no está claro cómopueden ocurrir éstos fenómenos (83)
6) Un cambio de fase en el solvente. Tal como el que puede ocurrir en enzimas de membranas,

ver l.5.6 . En general el gráfico es convexo (Fig. V b)
7) Por otro lado se puede considerar el siguiente caso teórico. Una reacción que intrínse
camentedebiera presentar un gráfico de Arrhenius “quebrado” hacia arriba, podría resultar
rectificado artificialmente si la reacción está desoptimizada respecto de algún factor a

un rango de temperatura extremo y no en el otro. En la Fig. V f se muestra un ejemplo teó
rico en el que ambas ramas de un gráfico de Arrhenius como el indicado en este parágrafo ,
pueden modificar sus respectivas energías de activación para dar origen a un comportamien
to rectilíneo. Esto resultaría del efecto de dos factores limitantes independientes que
estuvieran desoptimizados , uno en un rango de temperaturas y el otro en el rango
ext remo.

I.5.6 Efecto del estado de los lípidos sobre las propiedades de las proteínas y en
especial enzimas de membrana (333

La fracción de los lípidos que participan en las transiciones de fase en las bio
membranases, según el sistema, un 70-80%del total. La fracción restante está presu
miblemcnte unida a las proteínas.

Las restricciones estéricas de los lípidos en las vecindades de una proteína pue
den ser muydiferentes de aquellas donde el lípído está rodeado sólo de otras molécu
las lipídicas. Deesta manera, resultan también diferentes sus respectivas caracterís
ticas.

Las propiedades catalíticas son un índice sensible de la conformación proteica.
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Así es que se puede lograr información cualitativa acerca de las interacciones
lípido-proteína sobre la base del requerimiento de lípidos por la actividad enzi
mática.

La interacción de lípidos y proteínas puede ser hidrofóbica dentro de la
bicapa o también electrostática a nivel de la interfase de la bicapa.

La respuesta de las proteínas a los lípidos puede surgir de fenómenos tales
comouna estabilización de la confOrmacióncatalítica inducida por el lípido, so
lubilización del sustrato o un rol regulador sobre el ciclo catalítico de la enzima(87.
88,90 ). A su vez, las características de lípidos y proteínas que contribuyen
a su mutua interacción serían: la naturaleza anfipática de ambos; los defectos
estructurales y las propiedades de fase de la bicapa que dan lugar a compresibi
lidad y libertad de movimiento; la existencia de dominios hidrofóbicos que permi
ten acomodarsuperficies hidrofóbicas y modular asi las interacciones entre sub
unidades de las proteínas, comotambién solubilizar y orientar los sustratos, pro
ductos y cofactores.

El efecto de la interacción lípido-proteína sobre la actividad catalítica
de enzimas de membranapuede ser detectado de manera relativamente fácil, provocan
do cambios de fase inducidos por la temperatura.Esto es, cambios del estado lla
mado“líquido-cristalino“ o llfluído” al otro llamado “sólido” o “gel”.

Tipicanmnte se observan anomalías en los gráficos de Arrhenius tales como
cambios de pendientes (“quíebres”) e incluso discontinuidades. Todas ellas pueden
ser, luego de diversos controles, asociadas con las características de la fase
lipídica (87,89). Estas anomalías, que no están restringidas a ninguna clase de
enzima de membranaen particular, pueden encontrarse en membranasde células euca

riontes animales y vegetales provenientes de la membranaplasmática y también de
organelas, comoasí también de células procariontes. A continuación se citan al
gunas características generales.
l) Las anomalías se observan a temperaturas características. En algunos casos es
tas últimas corresponden a las temperaturas de transición (Tc) de los lípidos,
tal comose determina por ESRy/b técnicas fluorimétricas. Pero existen diversos
casos en que dicha correlación no se Cumple. Es más, se han detectado “quíebres”

un los gráficos de Arrhenius de enzimas totalmente libres de lípidos (16h,165).
2) No todas las enzimas presentes en la misma membranamuestran tales anomalías

e incluso aquellas que lo hacen lo manifiestan a diferentes temperaturas, sugirien
do una heterogeneidad en el modode asociación entre lípidos y proteínas ( 91,92.
3) Aunque no en todos los casos conocidos, las energías de activación son mayores
debajo de la Tc que por encima de ellas: 15 a ho Kcal.mol-1 y 7 a 20 Kcal.mol-]

respectivamente ( 93 ).
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h) Tanto la Tc como la Ea pueden ser cambiadas por alteración de la composición

lipídica de la membrana(9h,95). También pueden ser modificados esos parámetros

(en general disminuidos) por el agregado de drogas liposolubles.
5) En bacterias, las características de transición de fase de los lípidos pueden
ser alteradas por el suplemento de ácidos grasos o presencia de agentes liposolu
bles en el medio de cultivo, por mutaciones genéticas en la síntesis y degradación
de fosfolípidos y por la temperatura de crecimiento. En dichos casos se observa,
generalmente, que los quiebres de los gráficos de Arrhenius cambian en la dirección
que se podría predecir sobre la base de un cambio en la temperatura de transición
de los lípidos (96)

Todas estas observaciones en conjunto sugieren que los cambios de fase de
los lípidos regulan la actividad de las proteínas asociadas.

Sin embargo la interpretación de los gráficos de Arrhenius de procesos de
membrana requiere gran cuidado. En efecto, el incumplimiento de la ecuación de

Arrhenius en un cierto rango de temperaturas, o sea la aparición de anomalías en
el gráfico, puede surgir, tal comose señaló en I.S.5, de
a) Cambios en el pH debido a cambios dependientes de la temperatura del pK del

buffer.

b) Cambios en la estructura del agua.
c) Perturbaciones de la conformación de la proteína afectada o no por los lípidos

adyacentes.
d) Cambioen la afinidad de la proteína por los sustratos
(D V Cambioen la orientación, agregación y libertad de movimiento de las proteínas.

La may0ria de los estudios que se presentan en la bibliografía no discuten
rigurosamente las diversas posibilidades.

Se considera que los quiebres abruptos de los gráficos de Arrhenius de ac
tividades de membrana (por ejemplo con una resolución entre 1 y 3°C) no represen
tarían cambios de fase lipídica pues si así fuera implicaría la existencia de gran
des unidades cooperativas, lo que no es verosímil en bicapas lipídicas de compo
sición mixta.

La observación de que sólo ciertas proteínas, pero no todas, son afectadas
por una cierta transición de fase implica que el microambiente de lípidos para
las diversas proteínas de membranapuede ser diferente.

No se sabe aún con certeza como se transmite a las proteínas los cambios

conformacionales de las cadenas acílicas. Se han citado las siguientes posibilidades:
l) Agregacíón y segregación de proteínas para dar lugar a “clusters” (97,98).
Las características de agrupamíento y dispersión de las proteínas de membrana
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dependerían no sólo de las propiedades de fase de los lípidos sino que también
de la naturaleza de las proteínas ( 99 ).
2) Cambioen la orientación de las proteínas (100).
3) Interacción entre subunidades proteicas
h) Conformación de las proteínas

Con mucha frecuencia los puntos de quiebre de los gráficos de Arrhenius de

las actividades enzimáticas ocurren a temperaturas que están por encima de aquella
a la cual se dan los cambios de fase globales detenninados por la composición li
pídica promedio.

Se sabe que varias enzimas activadas por lípidos contienen un anillo de nn

léculas de lípidos fuertemente unidas( lOl ). Se los llama en general “lípidos
anulares”. Ademásde estos lípidos, existen otros fuertemente unidos que están
interdigitados con las proteínas. Tambiénhay evidencias que sugieren que los lí
pidos anulares ínmobílízan (ordenan) parcialmente, a su vez, a algunos lípidos
adyacentes formando un “halo” lipídico. Los casos investigados en detalle incluyen
a la citocromo oxidasa(102) Na++K+ATPasa(103, 10h); Ca ATPasa ( 105 ); cito

cromo P-hSO reductasa( 106 ); citocromo bS ( 107 ); rodopsina ( 108 ). También

hay evidencias que sugieren que la citocromo oxidasa puede ordenar fosfolípidos
incluso bien lejos de los que le son inmediatamente adyascentes ( 109 ).

Estos lípidos anulares tienen propiedades especiales. Nopueden ser fácil
mente extraídos, no se intercambian facilmente con los lípidos más fluídos de la
membranay sus condiciones de estado son considerablemente diferentes de aquellas
compartidas por los lípidos generales de la membranapues en el entorno anular
están más innobilizados y el “ambiente” es más polar. Se estima que hasta un 502
del total de los lípidos de la membranapueden estar en este estado.

El significado funcional de los lípidos anulares y de los dominios lipídicos
separados en biomembranas es considerado trascendental ( llO ). Se propone que
los lípidos diferentes modulan funciones de diferentes proteínas, que componentes
lipídicos minoritarios pueden tener efectos drásticos en las propiedades de la
membranamodulando la función de componentes específicos y que las característi
cas de fase de las biomembranas surgen de la coexistencia de varias fases más que
de una única fáse resultante de la mezcla de diversas clases de lípidos. Se señala
ademásque las diferentes fases pueden ser preturbadas por diversos agentes liposo
Iubles de diferente manera, la interacción entre los distintos componentes de mem
brana dependerían significativamente de la composición, distribución y tiempo de
vida de dichas fases y que la movilidad y movimientos de los diferentes componen

tes en ia misma membrana también pueden ser diferentes.
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En esta Tesis se estudian algunos fenómenos del sistema transductor de ener
gia fotosíntética de bacterias relacionados con la temperatura de reacción.

En el Cap. III se caracteriza la inhibición de la fotofosforilacíón que ocu
rre durante el transcurso de dicha reacción a temperaturas bajas. Se relaciona
el fenómeno con el efecto que tiene el estado de alta energia de la nembrana
sobre la actividad del factor de acoplamiento. Los experimentos se basan sobre
hipótesis derivadas de fenómenosya descriptos tales como los de Fotoinhibición
de la fotofosforílación por PMSy N-etilmaleimida (198,208 ), en la existencia
de cambios conformacionales del factor de acoplamiento de cloroplastos dependien
tes de energia (32,33 ) y también en la capacidad de dicho factor para ser
regulado a través del contenido energético de la membranatal comose evidencia
en ( 195-196 ).

En el Cap. IV se estudian los gráficos de Arrhenius de la reacción de hidró
lisis de ATP, constitutiva e inducida por un desacoplante, y los de la reacción
directa de sintesis de ATPen diferentes condiciones de transporte de electrones.

Para llevar a cabo estos estudios se establecen las condiciones óptimas de
reacción a temperaturas altas y bajas.

En el Cap. V se describen las caracteristicas de la curva de tiempo de la
hidrólisis de ATP,previa al estado estacionario. Se las discute sobre la base
de los efectos regulatorios ejercidos por el nivel de alta energia de la membra
na mantenido por la misma reacción.

Se propone un modelo en el que la actividad de la enzima está regulada di
ferencialmente por componentes localizados y osmóticos del gradiente electroqui
mico de protones, que es a su vez reconocido actualmente como intermediario dí
recto o indirecto en la sintesis de ATP.
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Figura l
Resumende las distintas hipótesis de acoplamiento (Tomadode 5 y 176)
A,B y C. Se muestran las hipótesis en relación con el flujo de electrones y la translocaciów
de pFÉÏSnes. Las lineas punteadas en C representan la posibilidad de que los cambios confor
macionales se transmitan directamente desde el sistema de transporte de electrones hasta el
factor de acoplamiento. o e l son los dos lados de la membrana.
2. Hipótesis de cambios conformacionales de Boyer a nivel del factor de acoplamiento. Mode
lo de dos sitios activos alternos.
a,b y c. Se presentan las hipótesis teniendo en cuenta su relación con intermediario de al
ta energia. Ver explicación en el texto (l¿g).
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Figura ii
Reconstrucción tridimensional, a partir de micrografias electrónicas, dei sistema in
terno de membranas de Rhodospírillum rubrum. Nótese el vinculo con la membrana plasmá
tica y Ia continuidad dei lümen de las ¡nvaginaciones con el espacio periplásmíco. To
mado de (175).
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Figura |L|
Efecto de varios tipos de inhibidores de la fosforílacíón y de] transporte de electrones.
E.T.: velocidad de transporte de electrones. ATP: velocidad de fosforiiación. Tomado
de (52).
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F'gura IV
Representación esquemátíca del transporte electrónico cíclico inducido por la luz y
los sitios de acoplamiento en cromatóforos de R. rubrum. Reacciones de transporte
de electrones estudiadas espectrofotométricamente. ---- Reacciones de transporte de
electrones propuestas. ====Sitio de acción de un inhibidor. = = = Sitio sugerido de
inhibición. ag estado de alta energia. AAzAntimicina A; MDszetilendifosfato; 0-Phen:
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F'gura V
Dependencia de la temperatura de los procesos fisicos, quimicos y biológicos. Represen
tación de la ecuación de Arrhenius. Distintos tipos de desviaciones experimentales de
la ecuación.
Los trazos enteros muestran el comportamiento observado, mientras que los discontinuos
indican los comportanientos reales, o las extrapolaciones de los comportamientos obser
vados a temperaturas extremas. Ver descripción en el texto. En (g) se muestran los pa
rámetros de la representación de Arrhenius.



MATERIALES Y METODOS

II.l Cultivo de las células, su cosecha y almacenamiento

La cepa se mantuvo en un “tubo punción“ en agar 15 9.1-1 con extracto de

levadura 3 g.l-1. Unavez que las bacterias crecieron fotosintéticamente en dichas
condiciones a temperatura ambiente (25-30°C), se guardó la “punción” a 4°C y en
oscuridad. Los repiques se llevaron a cabo cada 15-30 dias.

El medio de cultivo liquido usado fue el de Hutner ( lll ). Los cultivos

liquidos se iniciaron a partir de un “tubo punción“ al cual se le agregó medio
liquido, habiendo previamente disgregado el agar. Una vez que este cultivo hubo
crecido, se lo usó como ¡nóculo para sembrar un volumen de 100-500 ml, según el

caso, que a su vez sirvió como ¡nóculo de los cultivos masivos. Los cultivos li
quidos se hicieron en botellas de l litro, completamente llenas de medio y cerra
das herméticamente, o en un fermentador. Se sembró con el ¡nóculo en una relación

de 2-5% (v/v).

Los cultivos en botella se hicieron con iluminación incandescente continua.

Se usaron bombas de 100 Wcomunes ubicadas a unos 10 cm de las botellas, siendo

la intensidad luminica sobre la superficie de las mismas 100 uE.m-2.seg-1. Se
filtró el calor de las lámparas haciendo pasar la luz a través de 5 cm de agua.
Los cultivos se mantuvieron a temperatura ambiente o en un baño de agua a 30°C.

Los repiques y la cosecha final se hicieron entre las #8 y 72 hs luego de
haber sembrado los cultivos (fase final del crecimiento exponencial-“plateau“).

En algunos casos, en los que se requirió células en crecimiento exponencial
estrictamente controlado (ver Resultados y Discusión), los cultivos se hicieron
a 30 1 0,S°C en un fermentador New Brunswick modelo Magnaferm con una vasija de

6,8 litros y l7 cm de diámetro. Se iluminó con 2 baterias de 3 bombas incandes
centes reflectoras de 100 w cada una. Las dos baterias fueron orientadas perpen
dicularmente entre si y las bombasdístaron 5 cm de la vasija. La agitación fue

de 200 RPM. Se eli ¡nó el 02 con burbujeo de N2 y se mantuvo una atmósfera de N2
con una presión positiva de 25 cm de Hg. Se tomaron muestras periódicas del cul

tivo y se controló el crecimiento exponencial midiendo la D.0. a 680 nm (turbi
dez) y 880 nm (pico de absorción de la Bchl “in vivo”). Se cosecharon las células

antes de llegar a 3,5 U00680nm.
Para cosechar se enfriaron los cultivos y se los centrifugó durante 20 mín

a h°C en un rotor Sorvall HG-MLcon capacidad de h l a 3.500 RPM(3.100 g).

Se lavó el llpellet“ de células resuspendiéndolo en Tris-ClH S mM(pH 8,0), en



una relación de l litro de buffer por cada lO litros de cultivo cosechado, y vol
viendo a centrifugar.

El “pellet” de células resultante del lavado se conservó congelado a -70°C

hasta ser usado. Este almacenamiento se hizo hasta por h-G meses (Capitulos lll
Lv).

En algunos casos (Capitulo IV) las células no se congelaron sino que se las
procesó para obtener cromatóforos inmediatamente luego de cosechadas.

I|.2 Preparación de membranascromatofóricas

Se resuspendíeron las células provenientes de l litro de cultivo en unos

30 ml de buffer Tris-ClH 50 mM(pH 8,0); Cleg 2,5 mM. Se sonicó durante l min
un volumen de esta suspensión no mayor de 80 ml a 130 W con un sonicador Labso

nic 1510 (B. Braun). Para evitar el calentamiento de la muestra se la refrigeró
con un baño de hielo y sal y la sonicación se hizo a intervalos de 30 seg.

Una vez rotas las células, se centrifugó la preparación durante 20 min en
un rotor Sorvall SS-3h a 12.000 RPM(17.000 g) para eliminar células enteras y
trozos grandes de membrana. Se transvasó cuidadosamente la preparación cruda de
cromatóforos (sobrenadante) para purificarla seguidamentepor ultracentrifugacíón.

Para el estudio llevado a cabo en los Capitulos IlI y V, salvo que se indi
que lo contrario, se ultracentrifugaron los cromatóforos a través de un gradien
te disc0ntinuo de sacarosa en el mismobuffer de sonicación. El gradiente consis
tió en 5 ml de sacarosa 50% (p/v) y 15 ml de sacarosa 35% (p/v). Sobre esta últi

ma capa se sembraron 15 ml de la preparación cruda de cromatóforos. Se ultracen

trifugó durante 60 mín en un rotor de ángulo fijo (Beckman 60 Ti) a 59.000 RPM

(250.000 g). Se recobró con una jeringa la fracción principal de membrana loca
lizada aproximadamente en #02 (p/v) de sacarosa. Esta fracción fue diluida con

el mismo buffer y vuelta a centrifugar de la mismamanera. Se descartó cuidado
samente el sobrenadante y el “pellet” se resuspendió con un “Potter” en el buffer
de sonicación? Se ajustó la concentración de Bchl a 1 mg.ml-]

Para el estudio llevado a cabo en el Capitulo IV la preparación cruda de
cromatóforos (15 ml) fue sembrada sobre 20 ml de sacarosa 20% (p/v) en el buffer

de sonicación y ultracentrifugada en iguales condiciones que en el caso anterior.
Se descartó el sobrenadante exhaustivamente y el “pellet” resultante Fue resus
pendido tal comoya se describió. La preparación de cromatóforos fue conservada
en un baño de agua y hielo para ser usada siempre dentro de las 2h-h8 hs. En el

(*) Esta preparación es nominada “Moo”en algunos experimentos del Capitulo lII.
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caso de los experimentos del Capitulo V se conservaron las membranas de igual
manera pero hasta por una semana.

En cambio y salvo que se indique lo contrario, las membranas cromatofóricas

usadas en el Capitulo III se mantuvieron congeladas a -70°C hasta 15-20 dias.
Las fracciones alïcuotas de la preparación cromatóforica fueron descongeladas
para ser usadas una sola vez.
o)

II.3 Extracción y purificación parcial del llfactor de acoplamiento 1“ (F1)

Los cromatóforos se resuspendieron en Tris 5 mMpH 7,5; Cleg 0,25 mMy EDTA
l mM,quedando una concentración final de Bchl igual a 100 ug.ml . Se sonicó

a 180 w durante 120 seg a intervalos de 30 seg en hielo. Se centrifugó a 250.000 g
(Rotor 60 Ti) durante 60 min a h°C. El sobrenadante se llevó a 2 mMATP y se lo

ultrafíltró (filtro Amíconcon agitación magnética y presión de N2) durante 12
hs en hielo, concentrándose 30 veces. Comola preparación contenía aún 0,5 mg
Bchl .ml-1

a h°C. El sobrenadante se guardó en hielo y se lo usó a las 24 hs. El método

, se ultracentrifugó a 60.000 RPMen un rotor SW65 Ti durante 90'min

general usado es el descripto en ( 112).

ll.“ Determinaciónde bacterioclorofila

La concentración de bacterioclorofila fue el criterio usado para cuantifi
car la concentración de la suspensión de cromatóforos. Se determinó con el méto

do descripto por Clayton ( 113 ). Se dispersó una alícuota de la preparación cro
matofóríca (unos 10 ul) en 2 ml de una mezcla de acetona-metanol 7:2 (v/v) para

inmediatanente centrifugar el extracto orgánico en una centrïfuga clinica a
3500 RPMpor 5 min. El sobrenadante se leyó espectrofotométricamente a 772 nm.

El cálculo se hizo usando un coeficiente de extinción (l mMy 1 cm) = 75 y con

siderando un P.M. = 1000. La cantidad de preparación cromatofórica a extraer de
be ser lo suficientemente baja comopara que el “pellet” originado por el trata
miento resulte incoloro. Durante todo el proceso se evitó la exposición a la luz
del extracto orgánico de los pigmentos.

(*) Nota: En esta Tesis se han usado dos ce as “wild type” de R. rubrum. Salvo quep a
se indique lo contrario, se usó la cepa “W”en todos los experimentos del Capitulo
III y la llFRl“ en todos los de los Capitulos IV y V.



II.5 Control y medición de la temperatura

Las reacciones se hicieron en un baño de paredes de vidrio (largo = ho cm,
ancho = 22 cm y alto = 22 cm) calefaccionado por un termostato-bombeador Haake

regulado por un sensor de contacto de mercurio. Toda la superficie de las pare
des del baño, salvo aquella involucrada en la iluminación, fue aislada con 2 cm

de “telgopor”. Se termostatizaron los tubos de ensayo sumergiéndolos hasta unos
3/9 de su longitud. No se usó ningún sistema mecánico de agitación para los tubos.

Para llevar a cabo las reacciones enzimáticas a temperaturas menores que
la ambiente, se usó comoagente refrigerante un serpentin de cobre (diámetro z

9 mmy largo = 2,5 m) por el que se hizo circular etanol a -20°C con un flujo
de ¡,01.m¡n'1

La medición de la temperatura se hizo con un teletermómetro (Yellow Spring

Instruments (YSI) mod. 96 TUC, precisión = 0,15°C) con un sensor sumergible ubi

cado dentro de un tubo de ensayo, idéntico a los usados en los experimentos, que

contenia l ml de agua destilada. El sensor usado (YSI N°hOl) tarda 35 seg en acu

sar el 99% de un cambio dado de temperatura. Por otro lado, como los tubos de

reacción tardan ca. l min en manifestar el 95%de un cambio experimental de tem

peratura exterior, es que se tuvo cuidado de ternostatizarlos en oscuridad duran
te unos 5 min antes de desencadenar la reacción.

En los estudios de fotofosforilación catalizada p0r PMSo TMPDy salvo en

los casos donde se usó un filtro rojo, ver Resultados y Discusión, la termosta
tización fue hecha en un compartimiento oscuro dentro del mismo baño para evitar

la fotooxidación de dichos agentes redox. Los tubos de reacción no estuvieron
más de l min a la luz antes del agregado de membrana.

Por otro lado, es necesario recalcar que la medición de la temperatura debe
ser hecha dentro del tubo de reacción pues, a temperaturas extremas de la ambien
tal, dentro de él la temperatura es siempre diferente de la del baño (hasta i 1°C).

En los experimentos en que se aplican cambios bruscos de temperatura, des
de bajas (2,S°C) a altas (30°C) se dispuso de 2 baños tenmostáticos a las respec
tivas temperaturas y el cambio se hizo transfiriendo rápidamente los tubos de
ensayo (en 2 seg) y agitando luego el tubo manualmente para acelerar la termos
tatización. Se tuvo cuidado de considerar la velocidad sobre la curva de tiempo

en su fase recta (aproximadamente luego de 30 seg después del cambio de tempera

tura), ver Fig. 8.
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ll.6 Fuente y medición de la luz

Se usó como fuente de luz 3 bombas reflectoras incandescentes de 150 w a 15

cm de la superficie de los tubos. De esta manera se proveyó de iluminación unifor
me a una hilera de 12 tubos de ensayo. Dichos tubos fueron en todos los casos de

ll nm de diámetro y 10 cm de largo. Para disminuir la radiación infrarroja, la
luz fue filtrada a través de 8 cm de agua y salvo que se indique lo contrario no
se interpusieron filtros de color.

En los experimentos stándard la intensidad sobre la superficie de los tubos
fue de 650 uE.m-2 1.

La luz fue medida con un “Radiómetro” Lambda LI-185 c0n un sensor cuántico con

.seg

sensibilidad en el rango de #00 a 700 nm. La intensidad de la luz medida en el ran

go de sensibilidad del sensor es sólo una medida proporcional a la total emitida
por las bombas incandescentes y dicha proporcionalidad no cambia a través del mé
todo usado para disminuir la intensidad (ver más adelante). Esto debe ser tenido
en cuenta pues el espectro de acción de los cromatóforos se extiende casi hasta
los 900 nm.

En los experimentos donde la variable es la intensidad de luz, salvo que se
indique lo contrario, se logró su disminución alejando la bateria de luces a dis
tancias adecuadas y/o disminuyendo el número de bombas. Para intensidades de luz

muybajas se interpusieron filtros neutros (papeles de “seda” blancos). En todos
los casos se constató que hubiera iluminación uniforme a lo largo de la gradilla
de incubación.

II.7 Control del pH de las mezclas de reacción

El pH de las mezclas de reacción (con los componentes ya en sus concentracio

nes finales) fue controlado para cada rango de temperatura. Asi, para el estudio
de las curvas de Arrhenius, se ajustó el pH de las mezclas de reacción para que
luego fueran usadas en las reacciones a temperaturas que diferian a lo sumo en
t 2-3°C respecto de aquella a la cual se preparó la mezcla.

La preparación de las mezclas se hizo en un vaso de doble camisa termostati
zado. Se usó agitación magnética y se controló la temperatura con un teletermóme
tro. El pH se midió con un electrodo de combinación y un pHmetro Radiometer PHM-8h.

Se lo calibró a cada temperatura con dos buffers stándard(pH = 7 y pH = h) según
las instrucciones del fabricante.

En los experimentos en los que la variable fue el pH, se procedió de manera
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idéntica. Las mezclas de reacción que llevaron PMS, TMPDo desacoplantes se com
pletaron con dichas sustancias a último momento.

||.8 Mediciónde la actividad de fotofosforilación

De manera stándard y salvo que se indique otra cosa, la reacción se llevó a
cabo aeróbicamente en un volumen de 1 ml conteniendo 30 umoles de Tricina-OHNa

(pH 8,0 a 30°C y pH 8,7 a 3°C); 3,7 umoles de MgClz; 2 umoles de ADP; 2 umoles de
32

POhHZNaconteniendo 3 x 10 cpm de P y 50 nmoles de PMS. La reacción se desenca
denó agregando cromatóforos equivalentes a 10 ug de Bchl con una micropipeta de

vidrio con enrase por estrangulación y fue interrumpida por el agregado rápido,
con una pipeta automática, de 1 ml de reactivo de trietilamina (tal comose descri
be más adelante) y transfiriendo el tubo de reacción al hielo. En algunos casos
la reacción se interrumpió con 80 ul de TCA50% (p/v).

Eventualmente se añadió a 1 ml de mezcla de reacción 18 umoles de D-glucosa

y 0,14 U de hexoquinasa (E.C. 2.7.1.1) a fin de capturar en glucosa-6P el Pi incor

porado previamente en ATP, ver Ll¿lg¿
En todos los casos la medición de la actividad de fotofosforilación se hizo

a través de curvas de tiempo.

Las mezclas que contuvieron PHSo TMPDfueron protegidas de la luz hasta el
unmento de In reacción.

Las concentraciones de todas las soluciones “madre” de ADPusadas en todos

los experimentos fueron medidas espectrofotométricamente a 260 nm, considerando
un coeficiente de extinción (mMy 1 cm) = 15. El ADPse preparó en solución acuo

sa (100 mM)a pH 7,5-8,0. Se lo guardó a -20°C por no más de i mes.

Il.9 Medición de la actividad de fotofosforilación llevada a cabo anaeróbicamente

Se siguió el método descripto en ( 11h ). La mezcla de reacción señalada pa
ra la condición aeróbica fue suplementada con 20 umoles de D-glucosa y se la cubrió
con una capa de l cm de alto de vaselina liquida (de uso farmaceutico, marca

Ewe) Con una microjeringa se agregó 5 U de glucosa oxidasa (E.C. 1.1.3.h) y

31 U de catalasa (E.C. 1.11.1.6). La glucosa oxidasa fue disuelta en agua y fue
usada en el dia. La mezcla asi dispuesta se preincubó a 30°C durante 30 min para

asegurar que sólo quedaran trazas de oxigeno. Demanera rutinaria se lo controló
a través de la decoloración del azul de metileno en una concentración inicial

equivalente a ca. 0,5 UDOa 665 nm. En un ensayo control, el consumo de oxigeno
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fue medido con un electrodo de Clark (YSI) y las condiciones fueron tales que la

concentración fue menor que l uM luego de lO min de incubación. Se agregaron los

cromatóforos (lO ug Bchl.ml-1) con una micropipeta de vidrio en estricta OSCuri
dad a 30°C y luego de íncubar durante S min, los tubos fueron termostatizados por
otros 5 min a la temperatura deseada en oscuridad. La reacción de fotofosforila
ción se desencadenó prendiendo la luz.

||.lO Actividad de fotofostrilación medida por medio de un acoplamiento a una
reacción de hexoquinasa e hidrólisis ácida de los nucleótídos

En los experimentos en los que se quiso discernir entre la incorporación de
Pi estrictamente en ATPde otros posibles intercambios de Pi a nivel de nucleótídos
(115 ' 117) fue necesario incorporar a la mezcla de reacción hexoquinasa y gluco

sa tal comoya se describió.El método general es el usado en(118).
Luegode finalizada la reacción se hidrolizaron totalmente los ésteres fos

fóricos de los nucleótídos. La glucosa-6P es resistente a esta hidrólisis.
Comola hexoquinasa reacciona especificamente con ATP, se concluye que todo

el fósforo radiactivo orgánico, luego de la hidrólisis, está incorporado en glu
cosa-6P y por lo tanto proviene exclusivamente del ATP.

El procedimiento consistió en:
Fotofosforilación en presencia de hexoquinasa y glucosa a 30°C.
Se detiene la reacción con 80 ul de TCA50% (p/v), (resulta AZ final).

)

2)

3) Se centrífuga en centrífuga clinica a 3500 RPMdurante S min.

) Se toman 0,5 ml del sobrenadante y se los transvasa a un tubo de 20 ml.

) Se agregan SO ul de SOhH2 lO N (resulta 1 N final).
) Se calienta a lOO°C durante lO min.

7) Se enfria y se extrae el Pi con el método de Avron o con el “Reactivo de trie
tilamina”, ver Il.ll.

8) Se cuenta la radioactividad.
Comola hexoquinasa tiene muy poca actividad a temperaturas bajas (3°C) fue

necesario modificar ligeramente el método para capturar el fosfato y del ATPsin
tetizado a esa baja temperatura. A tal efecto, la reacción de fotofosforilación
fue detenida a los tiempos convenientes apagando la luz. Inmediatamente se llevó
el tubo de reacción a un baño a 30°C en oscuridad para permitir que actuara la
hexoquinasa. Luego de 3 min en esas condiciones se detuvo toda acción enzimática
con 80 ul de TCA50% (p/v). La muestra fue luego procesada cono se describe arriba.

Durante la incubación en la que actúa la hexoquinasa,la ATPasa de membrana



no hídroliza significativanente el ATPfotosíntetizado previamente, ver comoejem
plo la Fig. 8.

II ll Determinación de la incorporación de fosfato radioactivo a compuestos orgá
nicos

Se siguió el método de extracción de fosfato con ¡sobutanol-benceno descrip
to por Avron ( 119 ) o el de “Reactivo de tríetilamina“ descripto por Sugino y
Miyoshi ( 120 )*. Este último método fue el que se usó en la gran mayoria de los

casos dado su gran practicidad. El mismoreactivo detiene la reacción enzimática
precipitando la membranacromatofórica además de precipitar el fosfato inorgáni
co. La técnica consiste en la precipitación del complejo fosfomolïbdico en presen
cia de tríetilamina. Para todo esto se agregó l ml del reactivo a 1 ml de mezcla
de reacción.

Composición del reactivo

Mdíbdato de amonio. h H20-- --- l g

H20---- -- 30 ml
ClH(conc.)------------------------------------ -- h ml

H20llevar a ---------------------------------- --99 ml
Trietilamina----------------------------------- -- l ml

Luego de la interrupción de la reacción con el agregado del reactivo, sc cen
trífugaron los tubos en una centrífuga clinica a 3500 RPMdurante 5 min. Se obtu
vo un “pellet” amarillo y un sobrenadante limpido. El primero representa el fos
fato inorgánico (comocomplejo fosfomolibdíco) no incorporado y los cromatóforos
desnaturalizados. El segundo contiene el fosfato incorpOrado orgánicamente. De
este sobrenadante se tomó una alícuota de l ml con la que se evaluó la radioacti
vidad en un contador de centelleo liquido BeckmanLS-3150 T midiendo la radiación
Cerenkov del fosfato radioactivo ( 121 ). La muestra fue colocada en un vial de

polietileno de 3,5 ml y se agregaron 2 ml de agua destilada. El vial de polieti
leno fue, a su vez, ubicado en un vial de vidrio común. En el caso de que la mues

tra fuese coloreada, por ejemplo si se usa TMPDen la reacción, se agregó 0,25 ml
de H 0

2 2°
Operando en las condiciones señaladas, se pueden precipitar hasta 3 umoles

* Se agradece al Dr. Héctor Lucero del CEFOBI(Rosario) por la comunicación de
este método.
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de fosfato inorgánico. Para los casos donde se tuvo que precipitar hasta 4 umoles,
se usó una mezcla de doble concentración que la descripta. Se hicieron curvas de

calibración para determinar estas capacidades (Fig. 1).
Se comparó la actividad de fotofosforilacíón de cromatóforos de B: rubrum

medida con el método de Avron y-con el método del “Reactivo de trietilamina“. Con

este último la actividad observada fue un 20%superior a la medida con el primero
(no se muestra). La normalidad protónica durante el procesamiento de la muestra
es 1,65 en el caso del primer método y 0,2% en el del segundo. Podria ser enton

ces, que la mayor acidez del método de Avron cause una hidrólisis parcial del ATP
32sintetizado y entonces una pérdida de P que habia sido incorporada fotosíntéti

camente.

El método del “Reactivo de trietilamina“ tiene, frenta al de Avron, la gran

ventaja de ser muchomás rápido e igualmente preciso aunque, sin embargo, en las
condiciones usuales de reacción, tiene un “background” 10 veces superior.

En todos los experimentos la radioactividad fue medida con un 2%de error
o menor.

Los puntos experimentales se grafican habiéndoseles descontado el valor del
“background”.

Il.12 Medición de la actividad ATPásica_

La reacción se llevó a cabo aeróbicamente y en oscuridad (salvo que se indi
que lo contrario). La mezcla de reacción contuvo, de manera stándard, en un volu

men de l ml: 62 umoles de Trís-CIH (pH 8,0); 2 umoles de Cleg; 2 umoles de ATP
y cromatóforos en concentraciones equivalentes a 10-30 ug Bchl.ml-1 La hidróli
sis fue desencadenada con el agregado rápido de cromatóforos e interrumpida con
la adición de 80 ul de TCA50% (p/v) y poniendo al mismo tiempo los tubos en hi 

lo. En los experimentos de los Capitulos III y IV se usaron volúnenes de reacción
de 1 ml, representando cada uno de ellos un punto de la curva de tiempo.

En algunos de los experimentos del Capitulo V (sobre todo aquellas curvas
de tiempo con muchos puntos experimentales) las reacciones se llevaron a cabo en
un vaso de 30 ml termostatizado por una doble camisa por donde circuló agua a la

1 y con fuerte agitación magtemperatura apropiada con un flujo de unos 6 l.min
nétíca. A intervalos de S seg o mayores se tomaron muestras de 0,7 ml con una pi

peta automática para inmediatamente (justo en el momentoprevisto) agregarlas a
tubos de ensayo que contenian 80 ul de TCA50%para interrumpir asi la reacción.

Enseguida se ubicaron los tubos en hielo. De esta manera se hicieron curvas de



tiempo de hasta #0 puntos.

En los experimentos del Capitulo V donde hubo que suministrar luz a la reac
ción, se usó el dispositivo de iluminación descripto para fotofosforilación si se
usaban mezclas de incubación independientes para cada tiempo. En el caso de usar
una mezcla única, el vaso de doble camisa Fue iluminado con dos bombas reflectoras

incandescentes de 100 w,cada una ubicada a 15 cm de la superficie del vaso. Sus

irradiaciones convergieron diametralmente opuestas y el calor fue filtrado por
5 cm de agua.

Con cualquiera de los métodos, las muestras fueron procesadas inmediatamente

luego de finalizada la curva de tiempo, manteniéndolas en hielo en todo momento
posible. Esto fue para disminuir la hidrólisis no enzimática del Fosfato y y/o
B de los nucleótidos presentes al finalizar la reacción. Esta hidrólisis está fa
vorecida por las condiciones ácidas que provocan el TCAy el posterior agregado
del reactivo de Pi. Sin embargo todo esto fue estrictamente controlado y no fue
causa de ningún error sustancial en las mediciones,_en especial en relación con

los fenómenos mostrados en el Capitulo V. Los tubos se centrifugaron en una centri
fuga clinica durante 5 min a 3500 RPMpara precipitar los cromatóforos. Se toma
ron muestras del sobrenadante, que resultó totalmente limpido, con una pipeta au
tomática (0,6-0,8 ml) y se las transvasó a otros tubos. A estas alicuotas se les
hizo la determinación de fosfato inorgánico, ver I|.1

El ATP fue preparado en dilución acuosa (100 mM)a pH 7,5-8,0. Las concentra

ciones de todas las soluciones “madre” usadas en todos los experimentos fueron
valoradas espectrofotométricamente a 260 nmconsiderando un coeficiente de extin
ción (mMy 1 cm) = 15. Se lo guardó a -20°C por no más de l mes.

En los casos en que se indica, la reacción ATPásica fue estimulada por el

agregado del desacoplante FCCP.Este fue disuelto en metano] en una concentración
de 10 mMy guardado a -20°C durante meses. No se agregaron volúmenes mayores de

30 ul/ml de mezcla de reacción. Este volumen de metanol no afecta per se a la ve
locidad de la reacción. Las diluciones necesarias fueron hechas en el dia en el
mismo alcohol.

No se detectó hidrólisis no enzimática de ATPhasta por lo menos IS min

en un rango de temperaturas de 20°C hasta 38°C.



|I.l3 Determinación de Fosfato inorgánico

Se utilizó el método descripto por Taussky y Shorr ( 122 ) modificado median

te la concentración de sus constituyentes (h veces) a fin de aumentar la sensibi
lidad disminuyendo el volumen de la mezcla final a ser leida espectrofotométrica
mente.

El reactivo se preparó de la siguiente manera:

SOAFe.7 HZO------------------------------------- -- 2 g
Molibdato de NH“ 10% (p/v) en sohI-I2 10 N--------- ——z. m1

H20llevar a------------------------------------- __¡om]
Se agitó hasta la disolución completa de los cristales de sulfato ferroso.

Se lo protegió de la luz y se lo utilizó en el dia.
Se agregó el reactivo a las muestras, que se mantenían en hielo, con una

pipeta automática (175 ul de reactivo/ml de muestra). Una vez que se procedió

con todos los tubos (no más de 40 por vez) se transfirieron todos juntos del hie

lo a un baño a 30°C donde se los incubó por 2 min para facilitar que se desarrollara
la reacción colorigénica. Se leyó inmediatamente a 660 nmmanteniéndose, mientras
tanto, los tubos a temperatura ambiente.

La curva de calibración cumple con la ley de Lambert y Beer hasta 0,9 UDO

a 660 nm y la pendiente es ca. 2,7 UDO66onm.umol Pí-1. La precisión general es
equivalente a una desviación no mayOr a 1 0.010 UDOdesde O a 0,9 UDO.

Las lecturas se hicieron contra un “blanco de reacción no enzimática“ el cual

fue incubadcten ausencia de cromatóforos,p0r un tiempo intermedio al máximousa
do en la reacción enzimática (no detectándose, sin embargo, hidrólisis en esas
condiciones, tal como se mencionó en Ll¿l¿). Luego del agregado de TCAse adicio
nó membrana cromatofórica y se procedió subsiguientemente como con los demás “pun
tos experimentales“.

II.lh “Quenching” de la fluorescencia de la 9-aminoaCridina

La mezcla de reacción contuvo en un volumen de 1 ml: lO umoles de Tricina

NaOH (pH 8,0); 2 umoles de C12
ros equivalentes a 20 ug Bchl. La reacción se desencadenó con 2 nmoles de ATP.

Mg; 4 nmoles de 9-AA; 100 umoles de ClK y cromatófo

La fluorestencía se midió con un espectrofluorómetro Zeiss con geometria de 90°.
Las bandas de excitación y emisión fueron #08 nm y #80 nm respectivamente.

La luz actïnica (luz de excitación fotosíntética) fue provista por una lámpa
ra puntiforme Wild (Heerbrugg) de 15 w y conducida por medio de una fibra óptica
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(de 6 mmde diámetro y #0 cm de largo). Todo el volumen de la muestra quedó ¡lu

minado uniformementeen dirección perpendicular a los ejes ópticos de excitación
y emisión. La luz actinica fue fíltrada por un filtro rojo de tipo “cut-off” (ver

espectro de transmisión en la Fíg. 9). La termostatización se logró mediante la
refrigeración de la cámara de cubetas y del portacubetas haciendo circular etanol
frio. Con un teletermómetro se controló la temperatura adentro de la cubeta antes
de desarrollar la reacción.

La fluorescencia fue totalmente proporcional a la concentración de 9-AAhas
ta por lo menos 10 uM. El método general es el deseripto en (123 - 125).

La reacción se registró con un registrador potenciométrico “Rikadenki” con un
retardo de 1 seg para una deflección de escala completa.

Il.lS Determinacionesespectrofotométricas
Todas las mediciones de absorbancia incluyendo los espectros se hicieron con

un espectrofotómetro “doble haz”, visible-UV Zeiss DMR21.

II.16 Drogas usadas
A continuación se indica el origen y número de catálogo de las drogas utilizadas.
Provistasgpor Sigma G.0. (St. Louis-EEUU)
ADP A 8l46

ATP A 539h

9-aminoacridina A 1135

catalasa C-30
FCCP C “017

a-D (+) glucosa G 5000

glucosa oxidasa (cruda) 6-2258
hexoquinasa H 5000

oligomicina 0 #876
PHS P 9625

Tricina T 0377

Tris (Trizma Base) T 1503

Provistasgpor Fluka (Buchs-Suiza)
TMPD 87890

Provistas por Mallinckrodt
Tritón X'lOO

Todas las demás drogas fueron “pro-análisis” y provistas por Mallinckrodt,
Carlo Erba y Sintorgán. El ácido ortofosfórico radioactivo (32P) fue provisto
por la Comisión Nacional de Energia Atómica.
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lll. Inhibición irreversible gg la fotofostrilación originada durante el curso de la reac
ción de fotofosforilación mediada por PMSa bala temperatura

Ill.1 Introducción

La actividad del factor de acoplamiento de organisnos fotosíntéticos está asociada a
cambios conformacionales durante su ciclo catalitico ( 12,“0,42,h3,4h). Dichos cambios de

penden del estado de alta energia de la membranapero no está claro si tienen una relación
causal directa con los eventos que conducen la reacción (tanto de sintesis comode hidróli
sis de ATP)o si son una manifestación lateral de otros procesos aün no claramente conoci

dos. Mitchell ( 10-13 ) y Williams ( 20-21 ) proponen respectivamente que un gradiente

protónico a través de la membranao altas concentraciones de H+ localizadas dentro de ella,
constituyen los agentes primarios que provocan la sintesis de ATP, mientras que los cambios
conformacionales, que en efecto ocurren, seria Fenómenossecundarios. Por otro lado, Boyer

( 31,h0) y Slater ( “5 ) postulan que los cambios conformacionales durante la sintesis
de ATPpodrian estar acoplados directamente al transporte electrónico. Frente al mecanismo
químíosmótico directo señalado arriba, donde los.protones intervendrian directamente en la
reacción, existen modelos más flexibles y abarcadores que sugieren que los gradientes pro
tónicos proveerian la energia para la sintesis de ATPpor medio de cambios conformacionales

provocados por la translocacíón de H+_hacia afuera a través del factor de acoplamiento du
rante el ciclo catalïtico (mecaniswoggjmiosmótico indirecto) ( 9,h6).

Tambiénse conocen cambios irreversibles en la actividad del sistema transductOr de e

nergia de cloroplastos y de cromatóforos que surgen de distintos pretratamientos experimen
tales. En general, dichos cambios se manifiestan como inhibiciones (50-80%) de tanto la

sintesis de ATPcomo de su hidrólisis y surgen cuando se preiluminan (energizan) las membrí
nas fotosintéticas en ausencia de alguno o de todos los sustratos de fotofosforilación du
rante tiempos del orden del minuto. El estado de alta energia de la membrana tiene un papel
determinante. En efecto, su disipación por medio de un desacoplante o su consumo a través
de reacciones que requieren energia (la propia sintesis de ATPo la fotoreduccíón de NAD+)

evitan la inhibición, ver introducción L¿fl¿g.
La especulación que se plantea alrededor de estos fenómenos propone que la energia de

la membrana, además de mantener la sintesis de ATP, puede tener un papel regulador sobre el
factor de acoplamiento o, más en general, que en condiciones artificiales (ausencia de sus
tratos de fosforilación), un exceso de energia que no puede derivarse a la reacción de sin
tesis de ATPprovoca la inhibición, que es interpretada a su vez comouna reacción lateral.

En este Capitulo se detecta una inhibición irreversible (50%)del sistema de fotofosfo

rilación de Cromatóforos de EL rubrum que ocurre durante el curso de la fotofosforilación a
baja temperatura (3°C). Aunquetiene lugar en presencia de sustratos, las hipótesis que
condujeron la investigación proponen que también en este caso la inhibición está determina
da por un exceso de energia en la membrana. Se establecerïa por un desbalance, determinado
por la baja temperatura, entre la velocidad del transporte de electrones y la de disipación
del estado de alta energia a través de la sintesis de ATPa nivel del factor deac0plamiento.
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lII.2 Experimentos iniciales

La reacción de fotofosforilación mediada por PMSmuestra una clara dependencia

de la temperatura (Fig. 2). A temperaturas superiores a los 20°C la reacción trans
curre a velocidad constante hasta alcanzar niveles de producto relativamente al
tos. Por ejemplo a 30°C, la velocidad inicial se mantiene durante 3 a 4 min lle

gando a acumularse ca. 300 uMATP (Fig. 8). Sin embargo, a temperaturas bajas,
aproximadamente hasta 20°C, se observa una disminución de la velocidad inicial que,

por ejemplo en el caso de la reacción llevada a cabo entre 2 y 3°C, se manifiesta

luego de haber transcurrido alrededor de l min desde su desencadenamiento (entre
#0 y 120 seg).

Conel método discontinuo usado para registrar la reacción se observa un “lag”

aparente de 5 a lO seg que es independiente de la temperatura, ver también 51g.

ll. Sin embargo, su existencia parece depender de cada preparación cromatofórica.
La curva de tiempo a lltemperatura baja“, tal comose denominará en adelante,

fue estandarizada a 2,5-3°C. Esta muestra dos zonas distintas luego del “lag” se
ñalado arriba. La primera se extiende hasta aproximadamente el 1er minuto de reac
ción y es consistentemente rectilinea o de curvatura despreciable. Le sigue una
zona de relativa angulosidad, que se llamará “quiebre”, centrada entre los #0 seg
y los 2 min para dar lugar, posteriormente, a una fase en la que la reacción está
un 50%inhibida respecto de la velocidad inicial. La velocidad de esta 2da etapa
se mantiene relativamente constante durante h o lO min dependiendo del experimen
to, para luego disminuir paulatinamente.

Dentro de un intervalo medio de temperaturas, para cualquier tramo de las res
pectivas curvas de tiempo, la inhibición respecto de la velocidad inicial es ma
yor cuanto menor la tenperatura. Sin embargo, la inhibición es nula a temperaturas
relativamente altas (mayores de 20°C) y tiende a estabilizarse en un nivel de al

rededor hO-óOZa temperaturas bajas, recuadro interno de la Fig. 2.
Tambiénse evidencia que, avanzado el curso de la reacción (h-lo min) la inhi

bición queda aproximadamente estabilizada, tal como lo muestra la convergencia
de las diferentes curvas de inhibición a bajas temperaturas. En este sentido que
da definida la segunda fase de la reacción ya descripta arriba. Este comportamien
to es similar, independientemente de la cepa usada.

Dadoque la disminución de la velocidad durante el transcurso de la reacción
a temperaturas bajas ocurre a tiempos de reacción y a niveles de producto notable
mente menores que los requeridos para obtener algún descenso de velocidad a tempe
raturas mayores de 20°C, es que resultó atractivo caracterizar la indole de dicha
inhibición.
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Con la hipótesis de que el tramo de la curva de tiempo posterior al “quiebre”

refleja algún tipo de forma de fotofosforilación de baja actividad o inhibida,
se desarrollaron los siguientes experimentos, varios de los cuales fueron necesa
rios para descartar causas triviales de la inhibición observada.

Comola velocidad de la segunda fase decae (en algunos experimentos) levemente

con el tiempo, se eligió a fines descriptivos la pendiente de una secante a la
curva entre el minuto ü°y 6°como un indice stándard de la velocidad Ilinicial“ de
la actividad inhibida.

En la Fig. 3 (curvas B y C) se observa que incubacíones de la membrana a 2,6°C
en presencia de sustratos de fosforilación, pero en oscuridad, no afectan el com
portamiento característico de la reacción (curva A), que consiste, comose descri
bió más arriba, en un marcado descenso de la velocidad inicial luego del transcur
so de ca. l min desde su comienzo. La actividad a 30°C tampoco es modificada por

una incubación previa de la membranaa 2,6°C en presencia de sustratos y en oscu

ridad, ver Fig. 8 (comparar las curvas controles A y A' con I).
Del curso de la reacción a 2,5°C , se puede calcular que en el momento del cam

bio de la velocidad inicial el porcentaje consumido de los sustratos (ADPy Pi)

alcanza sólo un 0,5 a 1%segün el experimento, siendo a su vez el nivel de produc
to acumulado entre lO y 20 uMATP (tener en cuenta que los valores graficados fue

ron normalizados a l mg Bchl y que la cantidad de cromatóforos utilizada represen

tó en todos los casos 8-12 ug Bchl). Aunque los valores señalados son bajos (va
riaciones de ese orden no producen ningún efecto sobre la velocidad inicial de la
reacción a 30°C, tal como se deduce de su constancia durante por lo menos 3 min,

aün en ausencia de hexoquinasa y glucosa), se consideró necesario averiguar si
el decaimiento de la velocidad inicial a temperatura baja se debia a una progre
siva desaturacíón respecto de los sustratos o a una progresiva inhibición por pro
ducto. Esto, si asi fuera, indicaria un comportamientocinético diferente a tempe
raturas bajas respecto a altas.

Se estudiaron las curvas de saturación aparente tanto para Pi como para ADP
manteniendoel otro sustrato constante.

La fase inicial y la inhibida muestran un comportamiento “michaelíano"respec

to de Pi (Fig. 4). Se deduce que la inhibición observada no puede explicarse por
desaturacíón de Pi pues su consumono alcanza a producir ningún cambio significa
tivo de la velocidad.

De igual manera, en la Tabla l se estudia la saturación por ADP. Tampoco en

este caso se puede atribuir la inhibición observada a una progresiva desaturacíón
del nucleótído en el curso de la reacción a baja temperatura.



La Fig. 5 muestra que el fenómeno en estudio tampoco es el reflejo de una inhi
bición por producto. En efecto, concentraciones de ATPsimilares y aün nayores
a las presentes en el momentodel l'quiebre” no inhiben la velocidad inicial de
fotofosforilación a 2,5°C.

Se debe señalar que todo el curso de la incorporación de 32Pi a compuestos

orgánicos depende de la luz (Figs. 3 y 8).
Se sabe que las membranasfotosíntéticas también pueden catalizar incorpora

32ción de Pi en reacciones que no involucran la sintesis de ATP, por ejemplo el
intercambio de fosfato de nucleótidos(115,116) y la sintesis de PPi (115).

32En R. rubrum la sintesis de ATPes el proceso de incorporación de Pi a nu

cleótidos de mayor importancia ( l99 ). Comono se tenia evidencia de esto a tem"

peratura baja, se llevó a cabo una curva de tiempo valorando el producto luego
de una incubación con hexoquinasa y glucosa seguida de una hidrólisis ácida de
los nucleótidos tal comose deSCribe en “Materiales y Métodos”. El resultado
(Fig. 6 B) consistió en una curva de tiempo esencialmente igual a la lograda sin
dicha hidrólisis. Corroborandoeste resultado se determinó que la incorporación,

32men ausencia de ADBde inducida por la luz a compuestos no precipitables por
el “Reactivo de Trietilamina“ es nula en reacciones de hasta pOr lo menos 6 min

a 2,S°C (Fig. 6 A).
Estos dos últimos experimentos fueron necesarios pues la curva de incorpora

ción observada podria haber sido el resultado de la superposición de dos o más
actividades, es decir, la sintesis de ATPperduraria luego de los primeros minu
tos, mientras que las otras sólo se manifestarian en el primer minuto y luego de
caerian.

De estos resultados se concluye que: i) En ausencia de ADPexógeno y en el

periodo de tiempo en el que se manifiesta la inhibición, no hay reacción de PPi
sintetasa (el PPi no es precipitado por el Reactivo de Trietilamina (120 )),ni
hay una eventual fotofosforilación de ADPendógeno (unido) y posterior liberación.
ii) De manera más general, la presencia de una inhibición (manifestada como la
existencia de una primera y una segunda fases) no es la expresión de la producción
transitoria de algün otro producto marcado hidrolizable además de ATP, ya que lue
go del tratamiento con hexoquinasa-glucosa y posterior hidrólisis aün se mantiene
el “quiebre” en el curso de la reacción.

Con todos los experimentos señalados hasta el momento, se tuvo la evidencia

de que se estaba en presencia de un fenómenode inhibición de la actividad, deter
minado por el tiempo en condiciones de fotofosforilación a baja temperatura, pero
no causado por desaturación de sustratos ni por inhibición por producto.



Usando concentraciones mayores de cromatóforos se obtiene una fase inicial

de menor velocidad, Fig. 7 B. Esto se debe muy probablemente a un efecto de auto
ensombrecimiento que hace que la iluminación efectiva promedio de los cromatófo

ros caiga por debajo de los niveles de saturación ( 199 )Ï La fase inicial se pro
longa hasta alrededor de los 5 min alcanzándose valores de producto acumulado 6
veces mayores que los que hay presentes en el momentode la inhibición en la reac

ción control A (esto es 100 uMvs. 15 uMATP). Se debe aclarar que la inhibición

que sufre la reacción B a los 5 min no se puede explicar de la misma manera que

la de las reacciones A y C ya que, como se verá más adelante, las reacciones que
tienen la velocidad inicial apreciablemente inhibida (502) no muestran el fenóme
no de “quiebre”. En el caso particular de B la caida de la velocidad observada

podria explicarse parcialmente por inhibición por producto (Fig. 5).
Proponiendoque las caracteristicas cinéticas (respecto de sustratos y produc

tos) sean similares en las dos condiciones energéticas (o sea alta iluminación
efectiva con bajas concentraciones de cromatóforos y viceversa), es evidente que
el “quiebre” de la reacción no depende de que se alcancen niveles criticos respec

to de sustratos o productos, corroborándose lo visto en las Figs. h y S y en la
Tabla l. En apoyo a la premisa cotemplada para esta última conclusión compárense

las Figs.2h,25,26,hl, y véase III.8.3.
Aplicando esos mismos argumentos e información, tampoco depende del núnero

de ciclos enzimáticos de fotofosforilación, lo que seria de esperar si la entra
da en la fase inhibida fuese la consecuencia de la acumulación de formas de menor

actividad, surgidas de maneraestadistica a partir de un ciclo enzimático hipoté
tico propio de la primera fase.

Esto sugirió que los factores tiempo y luz ejercen su efecto a través de pa
sos de la transducción de energia anteriores a los de la sintesis de ATP.

Por otro lado la reacción C de la Fig. 7 provee las mismas conclusiones ante
riores. En esta reacción, disminuyendo laintensídad de luz se logra mantener la

primera fase con velocidad constante durante casi h min. En apoyo a esto la fis.

15 muestra un experimento más completo.
La estricta dependencia de la luz indujo a pensar que el fenómeno podria ser

el reflejo de algún cambio funcional del sistema global de fotofosforilación pro
vocado directa o indirectamente por la luz (pOr ejemplo a través del estado de
alta energia del cromatóforo). Si asi fuese, cabria la posibilidad de ser rever
tido por una interrupción de la iluminación por periodos más o menos largos, dado
que en oscuridad el estado de alta energia se disipa. La Fiq. 3 (curvas D y E)
muestra que interrupciones de la luz efectuadas en la segunda fase de la curva A
(*) Ver discusión en la pág.127.
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durante periodos de tiempo de hasta 10 min no modifican el grado de inhibición

que se manifiesta en el minuto 6°, con respecto a la velocidad de la primera
fase*. En la curva A se observa además que la velocidad tiende a cero con el trans

curso del tiempo. Por otro lado, en la misma figura la actividad ATPásica en os

curidad es despreciable en esas condiciones de reacción. Respecto de la continua

inhibición de la segunda fase, la Fig. 5 B sugiere que la inhibición por produc

to no da cuenta del total de la inhibición observada. A este respecto ver el Ea
Eitulo lll.7.

Se quiso saber si la actividad inhibida (segunda fase), una vez lograda, se
manifestaba solamente a esa baja tenperatura o también se mantenía si al sistema
se lo incubaba a 30°C luego de una transferencia rápida a esa temperatura. Podria
ocurrir que un eventual cambio, responsable del fenómeno, fuera revertido con una
elevación de la temperatura (a 30°C) en oscuridad o permitiendo la fotofosforila
ción a esa alta temperatura.

En relación con esas hipótesis la Fig. 8 muestra que:
l) La actividad a 30°C, luego de h min de fotofosforilación a 2,6°C (por lo

tanto ya en la fase inhibida) está inhibida en un h6%con respecto a la de la reac

ción llevada a cabo enteramente a 30°C (comparar reacciones E y A); es decir en

el mismo grado en que lo está la actividad a 2,6°C luego de h min respecto de su

primera fase (reacción B). Tampocose logra revertir la inhibición con una incuba
ción a 30°Cen oscuridad intercalada entre la fase inhibida de fotofosforilación
a 2,6°C y la fotofosforilación posterior a 30°C (comparar reacciones F y E).

2) Se observa que luego de los periodos intercalados de luz u oscuridad a 30°C,
los niveles de inhibición de una nueva reacción a 2,6°C son del mismo Orden (ca.

50%) que los que corresponden al momentoinmediatamente anterior a la intercala

ción del tratamiento de incubación a 30°C, (comparar reacciones H y G con B).

3) Si se eleva la temperatura de reacción antes de haber transcurrido el pri
mer minuto a 2,6°C, o sea en la primera fase de la reacción a baja temperatura,
no se observa ningún cambio significativo en la actividad a 30°C, (comparar reac
ciones C y A).

4) Justo en el momentodonde se empieza a evidenciar alguna inhibición a tem
peratura baja (zona del “quíebre“) también se detecta una pequeña inhibición (15%)
al transferir y medir seguidamente la reacción a 30°C, (reacción D).

En conclusión, una vez logrado un cierto nivel de inhibición a temperatura baja,

(*) Ver también otro fenómeno interesante provocado por un tratamiento de este
tipo en la Fig. 5h.
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éste también se manifiesta en la actividad a temperaturas altas, y no es posible
revertirlo al íncubar a 30°C ni con tratamientos de oscuridad ni permitiendo que
la membranafotofosforile.

Este fenómeno de inhibición ocurre de la misma manera con membranas que no

fueron congeladas nunca, provenientes de células que fueron almacenadas congela
das o procesadas inmediatamente luego de la cosecha. Esta información es relevan
te para hipótesis que planteen que el fenóneno está influido por la conformación
de la membranaprevia al experinento y que dicha conformación pudiese'ser modifi
cada irreversiblemente a partir del estado natlvo, durante el congelamiento.

III.3 Evidencias que descartan una acción directa del PMScomo causa de la inhi
bición observada a bajas temperaturas.

Se sabe que el PMSse fotooxida dando lugar a piocianina(126)
Se podria postular que la inhibición observada se debe a la desaparición de

PMS,al transformarse a partir de su forma original 026,127 ), o a un efecto tó

xico de él o de sus fotoderivados, tal vez dependiente del tiempo, sobre alguna
parte del sistema de fotofosforilación. Es claro que si asi fuese, tal efecto sólo
se manifestaria a bajas temperaturas, pues a altas, en tiempos similares a aque
llos en los cuales a bajas temperaturas se inhibe la reacción, no se observa inhi

bición, ver Fig. 2 y Fig. 8.
Por otro lado, se sabe que en cloroplastos(126,128) la piocianina también es

un buen transportador de electrones.
En este trabajo experimental se han recopilado diversas evidencias que sugie

ren que la inhibición no depende de un efecto directo del PMS. Este agente redox
cumplirïa, entonces, sólo con su papel conocido de mediador en el transporte elec
trónico facilitando la energización de la membrana(115,129).

En la Fíg. 9 se muestran las caracteristicas espectrales del PMSy la cinética
de fotodescomposición por luz blanca intensa. Las propiedades espectrales concuer
dan con las tabuladas en la bibliograffa(127,l30,l3l)y tienen comocaracteristicas:
a pH 8 los máximos de ab50rción son: 260 y 387,5 nm y el EmM(387,S nm; 1 cm):26,3.Los
correspondientes a piocianina:239,312,379 y 690*nmy el EmM(690 nm; l cm):ü,5.

Se han considerado las siguientes evidencias en contra de una fotodestrucción
del PMScomo causa de la inhibición:

l) En algunas oportunidades se estudiaron reacciones de fotofosforilación a
3°C con mezclas de reacción stándard que habian sido preiluminadas (en ausencia
de membrana) con luz blanca intensa durante 1-2 min, de tal manera que la mezcla

de reacción con PMSse habia tornado celeste (aparición de piocianina). Las curvas
de tiempo mostraron un patrón de comportaniento en un todo similar al de la reac

(*) Pico ancho.



ción desencadenada en mezclas de reacción mantenidas hasta ese momentoen oscuridad

(no se muestra).

2) Teniendo en cuenta los datos espectrofotométricos, a los h min de iluminación

prácticamente todo el PMSestá transformado en piocianina (Fic. 9 C). Sin embargo,

la velocidad a 30°C continúa casi sin disminuir su velocidad (Fig. 8). Por otro la
do en el min 1° habria aún suficiente PMScomo para mantener la velocidad inicial

a baja temperatura (cf. Figs. 9 C y lO). Asi, se propone que la piocianina debe ser
tan eficaz como el PMS.

3) Si se evita la fotodescomposición con un filtro rojo de tipo “cut-off“ (ver

su espectro de transmisión en la Fig. 9) se observa un comportamiento exactamente

igual que en un control que se desarrolla con luz blanca, ver Fig. 37.
En la bibliografia se describe muyfrecuentemente la iluminación con filtro rojo

“cut off“ (126). Este tipo de filtro no interfiere con la mayoria de la luz fotosín
téticamente activa pues el espectro de absorción de la bacterioclorifila en la

membrana tiene su pico máximo a 880 nm en R.rubrum (Fig. 9 D).
h) La protección de la inhibición por un desacoplante seria más dificil de ex

plicar, ver LLLLÉy Figs. 15 y 16.
5) y 6) No se deberia encontrar una “saturación” del tiempo necesario de ilu

minación para lograr el “quiebre” tanto respecto de la intensidad de luz (si la
causa de la inhibición fuera la desaturación por desaparición de PMSo el aumen

to de productos de descomposición del PMS), ver Fig. 1h, como respecto de la c0n
centración de PMS(si la causa fuera la aparición de productos de descomposición

del PMS), ver Fig. 10. En apoyo a esto último, se puede citar como argumento par
cial que aün en presencia de altas concentraciones de PMS(200 LM), si la inten

sidad de la luz roja es baja (150 V, cf. Figs. 37 y #3), no hay “quiebre” (no se
muestra).

7) y 8) Aunque no fueron estudiados exhaustivamente, el hecho de que tanto con

una preparación cruda en ausencia de mediador redox (Fig. 18), como con otros sis
temas mediadores redox diferentes del PMS(Fig. 20) se observa la misma inhibición,
también desaCredita la hipótesis en discusión.

9) No es sólo una fotodescomposición de PMSy una consecuente desaturación

lo que hipotéticamente afecte al sistema a 3°C y no a 30°C pues,entonces, deberia

ser reversible, por un lado, al elevar la temperatura a 30°C (Fig. 8) y por otro
al recuperar las membranaspor ultracentrifugación y ensayar luego la reacción con
mezcla nueva (Figs. 21, 22, 2h y 25). En efecto, en todos esos experimentos la
inhibición (50%)es irreversible.

10) El hecho de que el fenómeno de inhibición no se vuelva a repetir con mem

branas recuperadas luego de haber sido preíncubadas a bajas temperaturas en condi
ciones de fotofosforilación durante un tiempo suficientenente largo (20-30 min),
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es una nueva evidencia de que el fenómeno no depende de un efecto inespecifico

de la incubación a baja temperatura en presencia de PMSy luz, ver Fig. 21.

ll) Usando un pH subóptimo para la fotofosforilación (Figs. 12 y 13) no se ob

serva inhibición. Cabe comentar acá que Slooten y Sybesma (198 ) observaron una cai
da de la velocidad inicial de fotofosforilación a 30°C que se estabiliza en un 50%de
inhibición luego de h-ó mín de reacción. Paralelamente, observaron que el PMSse de

coloraba. Lo asociaron a la fotoreducción del PMSpor el agua, que sólo ocurre en

condiciones anaeróbícas (126), tal el caso de esos experimentos. Mencionanque dicha
inhibición es totalmente reversible luego de un lavado por ultracentrifugación, aún
luego de lO min de reacción.

I||.4 Efecto de la concentración de PMSy del pH sobre la inhibición de la foto
fosforilación a baja temperatura.

En las Figs. 10 y ll se muestra para temperaturas bajas y altas las curvas
de saturación de la reacción de fotofosforilación por PMS.A bajas temperaturas
se observa un “lag” acentuado a bajas concentraciones de PMS. Sin embargo, dicho
“lag” parece no existir o ser proporcionalmente menor en el caso de la reacción
endógena (0 uMPMS). Este mismo resultado se encontró en otros seis experimentos

donde las reacciones se registraron desde losO-lQ sechor otro lado, para que se
manifieste el “quiebre” del curso de la reacción en estudio se necesita un umbral
de ca. 15 uMPMS. A concentraciones mayores (35 uM) se saturan las velocidades

de la primera y segunda fases, como asi tanbien se estabiliza el tiempo en que
se manifiesta la inhibición. El “lag” detectado puede asignarse al tiempo necesa
rio para el establecimiento del nivel de estado energizado del cromatóforo ( 197 ).

Un comportamiento similar se encuentra con muy bajas intensidades de luz, Fig. ik.

A temperaturas altas, Fig. 11, la concentración de PMSnecesaria para saturar
la reacción, es mayor que a bajas (200 uM), ver discusión en la pág. 125. Las
caracteristicas de la saturación a 30°C son muysimilares a las presentadas en
(199 ). Tal comose manifiesta en varios gráficos anteriores, a 30°C no se obser
va inhibición hasta unos h min desde el desencadenamiento de la reacción, con con

centraciones de PMSde hasta 80 uM. Sin embargo, con concentraciones mayores hayuna

pequeña inhibición (15%) que también ocurre luego del primer minuto de reacción.
Con la preparación de membranas usada, también se observa un l'lag”, aceleración
o primera fase de reacción (ver III. 8 ), sólo cuando se usa una concentración

no saturante de PMS. Sin embargo, y de manera similar a la indicada para la reac
ción a baja temperatura, la reacción endógena (0 uMPMS)no parece tener “lag”
tal como lo indican otros Seis experimentos con reacciones registradas desde los
1 0 seg.



En las Figs. 12 y 13 se estudia el efecto del pH sobre la velocidad de foto

fosforilación a temperaturas altas y bajas. Se eligió pH = 8,0 comoel óptimo pa
ra el rango de 30°C a 20°C y 8,7 para las temperaturas inferiores a 20°C. Se ob

serva que cuando el pH es subóptimo para inducir una velocidad de reacción máxi

ma a baja temperatura no se detecta “quiebre” en el curso de la reacción.

No hay diferencias respecto del pH óptimo para la primera y la segunda fases

de la reacción a temperaturas bajas ( 3 a 17,7°C), Figs. 13 A y B.
Para un rango de pHs entre 8,0 y 8,8, el tiempo de duración de la primera fase

es mayor cuanto mayor es la temperatura (por encima de 10°C y hasta 17,7°Ó), E13.

lí_E. Este resultado es coherente con los mostrados en la Fig. 2.
Es interesante señalar que el fenómeno de inhibición no depende (al menos sólo).

de una acción deletérea directa de la luz sobre el sistema de componentes endóge
nos de la membrana, como por ejemplo complejos proteina-pigmentos, transpOrtado
res de electrones, factor de acoplamiento, etc. En efecto, ¡ncubaciones con alta
intensidad de luz en ausencia de PMSa bajas temperaturas no provocan inhibición

hasta por lO min (por ej. Fig. 10). Tampocose desarrolla la inhibición cuando,
aün en presencia de PMSy luz alta, se usan concentraciones bajas o altas de FCCP

(Figs. 15 y 16), o cuando el pH no es óptimo (Figs. 12 y 13). Por otro lado, y
en apoyo a las anteriores evidencias, se debe tener en cuenta la reversibilidad
que se encuentra en el caso de la inhibición de las membranas llcrudas” que foto

fosforilaron a baja temperatura con luz alta sin PMSo que fueron preiluminadas

en ausencia de sustratos y de PMS, ver III.6 y Figs. 18 y 19.

Il|.5 Efecto de la intensidad de luz y de la presencia de un desacoplante sobre
la inhibición de la fotofosforilación a baja tegperatura.

El hecho de que la inhibición investigada acá se manifieste a baja temperatu
ra y no a alta, y el conocimiento del fenómenode fotoinhibición de la fotofosfo
rilación en presencia de PMS(198,199,200,201,202,203Nndujo a pensar que la inhi
bición en estudio pudiera asemejarse a aquel en cuanto a ser producida también
por un desbalance entre la velocidad de energizacíón y la de disipación de dicha
energia por el factor de acoplamiento durante la sintesis de ATPa bajas tempera
turas.

Fue mostrado que la fotoinhibición en presencia de PMSocurre en condiciones
de alta energizacíón pero en ausencia de sintesis de ATP(pOr falta de sustratos),
pudiendo ser protegida mediante una disminución del nivel energético. Este fenó
menofue interpretado comodebido a cambios conf0rmacionales irreversibles del sis
tema transductor de energia, probablemente a nivel del factor de acoplamiento,
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ver Introducción. En este contexto podria pensarse que la inhibición observada a
baja temperatura, que ocurre aün en presencia de sustratos, podria ser la consecuen
cia de una dependencia diferencial de la temperatura de las velocidades de acumu

lación y de utilización de la energia, estableciendo un nivel energético en exce
so respecto a aquel necesario para mantener una velocidad de sintesis de ATPmáxi

ma a esa temperatuna. Llamaremosa estas condiciones de “sobreenergización”.

En consecuencia, si la acumulación de energia (en “exceso”) es el primer paso
que conduce a una modificación (o daño) irreversible, entonces, una disminución
en la provisión total o una disipación parcial del nivel de energia (gradiente elec
troquïmico de protones) deberia,por un lado, mantener la fase inicial con la mis
ma alta velocidad que la del control y, por otro, permitir que penmanezca en opera
ción durante tiempos mayores. Dichas variaciones experimentales se pueden lograr,
por ejemplo en el primer caso, variando la intensidad de luz incidente y en el se
gundo, con la presencia de diferentes concentraciones de un desacoplante durante
la reacción.

La Fig. 1h muestra el efecto de diferentes intensidades de luz sobre la foto
fosforilación a bajas temperaturas. Tal comose propuso en la hipótesis planteada

y habia sido ya detectado en el experimento mostrado en la Fig. , la disminución
de la intensidad de la luz dentro de ciertos limites resulta en un alargamiento
de la primera fase sin cambio significativo de la velocidad. También se logran re
sultados similares a estos cuando se varia la intensidad de la luz que es filtrada
con un filtro rojo, no se muestra. Por otro lado, nótese que las intensidades de
luz que son saturantes para la primera fase de la reacción, también lo son para

la fase inhibida, ver recuadro interno de la Fíg. 1h. A intensidades de luz aún más
2.seg-1) en general se detecta un “lag” y/o una fase inicialbajas (ca. #0 uE.m

de velocidad baja que luego de algunos minutos aumenta, alcanzando velocidades ma
yores. La duración tanto del “lag” comode la fase inicial de baja velocidad dis
minuye al aumentar la intensidad de la luz. Dentro del rango de intensidades de

2.5eg-1) y por encima de un cierto valor (350 uE.m_2luz estudiadas (hasta 850 uE.m

seg-1), no se observa ningún acortamiento adicional de la primera fase.
Cabe señalar que para que los fenómenos mostrados en la Fig. 14 puedan ser

reproducidos dentro de los mismos rangos de intensidad luminica incidente, se debe
tener especial cuidado en usar las mismas concentraciones de cromatóforos, pues
la iluminación efectiva varia al cambiar dicha concentración. Ver una discusión

más extensa en la pág.127 . Esto es sobre todo importante en el caso de las inten
sidades de luz incidente bajas, para las cuales, las velocidades de reacción o el
punto de “quiebre” muestran una clara dependencia.
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Una interpretación posible es que por encima de 350 ui-Z.m-2.seg_1el conteni

do de energia de la membranaes saturante tanto para la fotofosforilación (lo es

incluso desde intensidades menores (80 uE.m-2.seg—1)),como para los fenómenos que

conducen a la inhibición. También se puede deducir que el paso limitante a 2,5°C

a intensidades de luz mayores que 80 uE.m- .seg-1 es la "transferencia de energia“,
es decir la sintesis de ATPy no los pasos anteriores de transducción energética
(transporte de electrones fotosíntético y c0nservación del estado de alta energia
comop0r ejemplo en forma de un gradiente de protones). En efecto, una vez satura
da la sintesis de ATPpor la luz (velocidad inicial invariante) aün se puede detec
tar la influencia de la intensidad de la luz sobre la manifestación de otro fenóme

no también dependiente de energia tal como es el momentoen el que ocurre el “quie
bre” de la reacción.

En otras palabras, la velocidad de sintesis de ATPse saturaria con contenidos
energéticos de la membranamenores que el nivel de energia máximoalcanzahle a tra
vés del transporte de electrones cuando éste opera a máximavelocidad (en condicio
nes de luz saturante).

De esta manera, se podria concluir que el exceso de energia no utilizado para
la sintesis de ATPseria el paso inicial responsable del “quiebre” de la reacción.
Sin embargo, en esta Tesis no se han hecho mediciones directas del AüH+para con
trastar la hipótesis de trabajo.

En las Figs. 15 y 16 se muestra el efecto de un desacoplante (FCCP) sobre el
tiempo transcurrido antes de alcanzar el punto de “quiebre”.

Se usaron concentraciones de FCCPsubóptimas en relación a aquellas necesarias
para inhibir apreciablemente la fotofosforilación. Se trata, con esto, de disipar
parcialmente el intermediario de alta energia (gradiente electroquimico de proto
nes). Tal comose indicó antes, con este experimento se quiere nuevamente contras
tar si el nivel de energia por encima del requerido para la fotofosforilación, es
el causante de la inhibición.

Demanera parcialmente coherente con la hipótesis, concentraciones relativa
mente pequeñas del desacoplante prolongan laduración de la primera fase sin dismi
nuir considerablemente la velocidad. En efecto, ya con concentraciones muypequeñas
de FCCPse observa una caida de la velocidad inicial, la que sin embargo se mantie

ne aproximadamente constante hasta concentraciones de ca. 1,5 uM, ver Fíg. 16 A.
Dentro del mismo rango de concentraciones de desacoplante se detecta primero una
clara prolongación del tiempo de permanencia de la primera fase, para retomar el
comportamiento inicial a las concentraciones extremas de dicho intervalo.

A concentraciones mayores de 1,5 uMFCCP, la velocidad cae considerablenente
y no se observa el fenómeno de inhibición en estudio, manteniéndose la velocidad
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inicial hasta por lo menos lO min, ver Fig. 15 (2 uMFCCP). Es importante destacar

que la rectificación de la curva de tienpo a concentración alta de FCCP(por ejemr
plo 2 uM), se manifiesta a través de un fenómeno diferente de aquel en que se da

con concentraciones bajas. En efecto, en este último caso la prolongación de la
primera fase ocurre sin disminución considerable de la velocidad inicial (“plateau“

de velocidades en la Fig. 16 A), en cambio, con concentraciones altas, la veloci
dad inicíal está más de un 50% inhibida. Esto es coherente con experimentos lleva
dos a cabo en otras condiciones, en las que se'logran velocidades relativamente

bajas (ausencia de PMS, Fig. 10; pH subóptimo, Figs. 12 y 1 ; muy bajas intensida

des de luz, Fig. 14) y donde tampoco se observa el fenómeno de inhibición.
Másdificil de explicar es el hecho de que sólo un rango limitado de concen

traciones de FCCPprovee máximaprotección contra la inhibición. Este comportamien

to es semejante al conocido para la reacción de hidrólisis de ATP inducida por con

centraciones crecientes de desacoplante, ver por ejemplo Figs. 27 y 56. Esto últi
mo fue interpretado ( 195.196 ) en términos de un control ejercido sobre el
factor de acoplamiento por el contenido energético de la membranade manera tal que
solo un cierto rango de energia induce una máximaactividad enzimática. A su vez,
dicho control estaria provocado por cambios conformacionales dependientes de ener
gia del factor acoplante, tal comofue demostrado en cloroplastos (32,33 ).

Basado en el mismo raaonamiento, y ya que un aumento gradual de la concentra

ción de FCCPes equivalente a una disminución del tenor de energia, se puede pro
poner que un intervalo preciso de niveles energéticos comprendidos entre los rela
tivamente altos (hasta 1,5 uMFCCP)induciria una conformación particular del fac
tor de acoplamiento que serfa menos susceptible a la inhibición.

Sin embargo, el experimento mostrado en la Fig. 16 B no concuerda aparentemen

te con el de la Fig. 16 A, tal vez debido a falta de datos experimentales. De to
das maneras también es clara en esa figura la prolongación de la fase inicial a
bajas concentraciones de FCCP,concomitantemente con una inhibición sólo parcial
de la velocidad, (considerar el rango 0 - 0,3 uMFCCP).

De estos resultados es evidente que tanto una disminución de la intensidad de
la luz incidente, comouna disipación parcial del gradiente electroquimico de pro
tones por un desacoplante, resulta en una prolongación de la fase inicial de máxi

ma velocidad. Sin embargo, comparando ambos efectos (Fig. ik y Fig.16 A), se mani
fiestan algunas diferencias:

a) El requerimiento hipotético de mantener la mismavelocidad inicial durante
periodos más largos de tiempo se cumple sólo a través de la disminución de la inten

sidad de luz, ya que aún a concentraciones muy bajas de FCCP ( 0 - 0,3 uM) se de

tecta una inhibición parcial (iO-25%) de la actividad, la que sin embargo se mantiene

constante hasta 1,5 uM.



b) Mientras que usando un desacoplante, sólo un estrecho nivel de energia (es
trecho rango de concentraciones de FCCP)provee máxima protección, disminuyendo

la luz, se observa sólo un aumento del tiempo de protección.

Unaexplicación posible para justificar las diferencias señaladas es que los
contenidos energéticos que se logran con las variaciones experimentales menciona

das (modificación de la intensidad de luz o presencia de FCCP)no abarquen rangos

semejantes o no involucren formas exactamente equivalentes del estado energético.

Considerándolo de manera aislada, el estudio con un desacoplante (Figs. 1 ,
16 y 17) sugiere que no habria “sobreenergización” pues la velocidad inicial dis
minuye aún con concentraciones bajas de desacoplante.En CambÏO, llevaría a DOStUlar que

a bajas temperaturas, pero no a altas, el contenido de alta energia del cromatófo
ro, al mismo tiempo que induce por un lado la sintesis de ATP, por otro provoca
la inhibición del sistema transductor de energïa(“quiebre“).Por dicha causa, al
titular con FCCP,se observa una menor actividad de fotofosforilación y el “quiebre”
tarda más en ocurrir. De cualquier manera seguirïa siendo necesario el recurso de
una hipótesis ad hoc para explicar el rango estrecho de c0ncentraciones de desaco

plante que da una protección óptima en los experimentos mostrados en la Fig. 16 A.
En la Fig. 17 se presenta un comportamiento contradictorio con los mostrados

en las Figs. lS y 16. En efecto, el curso de la reacción a baja temperatura tiene
un “lag” cuya duración se alarga al aumentar la concentración de desacoplante ocu
rríendo a su vez una caida “brusca” de la velocidad de fotofostrilación. Decual

quier manera, también se observa el fenómenode ¡nhibicíón(“quiebre”L pero es sólo
del 35% (no se muestra).

Aunqueno hay una explicación clara para este diferente comportamiento, se

podrian proponer errores accidentales en la concentración de PMS(comparar con flg.
lg) o en la concentración efectiva de FCCP(subestimación), o la existencia de al
gún tipo de desacople propio de esa preparación cromatofórica. En este sentido ca

be indicar que la preparación de cromatóforos estudiada en la Fig. 17 no fue con
gelada, mientras que las usadas en los experimentos de las Figs. 15 y 16 si lo fue
ron. Sin embargo, no se estudió sistemáticamente el eventual efecto del congelamiento.

Sin embargo, en cierta concordancia con los otros resultados, se observa que
la I 50%para el desacople es mayor a baja temperatura que a alta. Esto podria ser
el reflejo de que a baja temperatura el nivel energético es proporcionalmente ma
yor que el requerido para la sintesis de ATPcomparado con lo que ocurriría a alta

temperatura- Sin embargo, no se pueden descartar problemas de solubilidad diferencial.

NotazEs interesante comentar que, tal comose indica en las leyendas de la Fig. h
y de la Tabla l, si la reacción de fotofostrilación transcurre con baja velocidad
por desaturación de Pi o por inhibición por sustrato (ADP)el l'quíebre” de la reac
ción ocurre a tiempos más cortos. Esta observación está de acuerdo con la hipótesis
planteada, dado que una menor velocidad de disipación de energia a través de la sin
tesis de ATPconduciria al establecimiento de un alto nivel de energia de la membrana
en un tiempo menor.
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I||.6 Inhibición de la fotofosforilación a temperaturas bajas e inhibición de la
fotofosforilación por preiluminacióq en ausencia de sustrato; en membranas
de una preparación “cruda” en ausencia de mediadores redox artificiales.

Los experimentos anteriores sostienen que el fenómenode inhibición en estudio

podria ser dependiente de un desbalance entre la velocidad de sintesis de ATPy
el nivel de energia de la membranamantenido por el transporte de electrones foto
sintético, cumpliendo el PMS,fundamentalmente, el papel de catalizar el transpor
te de electrones.

Una manera de contrastar esto es intentar, en ausencia de PMS,el logro de

un alto nivel energético de la membranaque se veria a su vez reflejado en una ve
locidad de fotofosforilación alta. A este efecto se desarrollaron diversos experi
mentos.

Unode ellos, consistió en estudiar la reacción utilizando el producto de so
nicación de las células luego de una centrifugacíón a baja velocidad (17.000 g).
Asi, usando este extracto crudo, en vez de membranaspurificadas, se puede obser
var una actividad de fotofosforilación de velocidad relativamente alta en ausencia

de PMSya sea a temperatura alta como a baja, FigJ 18 A, A', DyÍD'. También en

este caso, se presenta en el curso de la reacción a baja temperatura un punto de
“quiebre” en la misma posición (1 min) en que se manifiesta con PMS.

Tanto la actividad a 3°C como a 30°C es unas cuatro veces superior que la de

una membrana purificada medida en ausencia de PMS, comparar Fig. 18 con Figs. 10

y_ll. Se interpreta que en el sobrenadante de sonicación, que contiene el citoplas
ma bacteriano y probablemente también componentes propios de la membrana que se

desprenden de ella comoproducto de la sonicación(l32 ' 13h) se encuentran mediado
res redox que aceleran el transporte electrónico. Esto seria la causa de la exis
tencia de velocidades tan altas en ausencia de PMS.En efecto, aunque también el

procedimiento de ultracentrifugación (evitado en la preparación “Cruda“) provoca
una pérdida parcial de la capacidad de fotofosforilación, no alcanza a explicar

una diferencia tan grande. Comoejemplo de esto, comparando las Figs. 8 y 22 se
puede ver que la velocidad inicial de la,reacc¡ón se inhibe en un 25-35% luego de
un lavado por ultracentrifugación.

Un indicio de que la inhibición observada con la membrana Ilcruda“ a baja tem

peratura también podria estar relacionada con el contenido de alta energia, es que
la reacción de fotofosforilacíón de esa preparación puede ser inhibída por preilu

minación en ausencia de sustratos y de PMSa alta temperatura, en la Fig. 18 compa
rar las curvas B con A, o más estrictamente con C y, a su vez, en el caso de la

membranadializada se puede inferir un comportamiento muy similar (comparar B' con
A'). En efecto, este último fenómeno, que es bien conocido cuando la preiluminación
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se realiza en presencia de PMS(l98,l99,200,201,202,2Q9, es explicado comocausado
por la energia transducida a partir de la luz que, mantenida en niveles proporcio
nalmente altus, no es disipada por el factor de acoplamiento en la fosforilación,
dada la ausencia de sustratos,La preiluminación sin PMSno provoca inhibición ( 99).

Sin embargo, y en contraposición con lo que ocurre cuando se utilizan membra

nas purificadas en incubaciones con PMS,ambos tipos de inhibición observados con

la membranaI'cruda” pueden revertirse totalmente lavando la membrana (y tal vez

lo deberian ser también con solo apagar la luz pues en la mezcla de incubación no
hay ningún componenteque se sospecha comocausante de la irreversibilidad), tal
como lo demuestra luego del lavado el análisis del curso de la reacción de fotofos

forilación en presencia de PMSa temperatura alta y baja, Fíg. 19.
Estos dos estados inhibidos no fueron estudiados en todos los detalles nece

sarios comopara concluir que se tratan de fenómenos esencialemente iguales a los
que ocurren con membranas purificadas y en presencia de PMS*.Sin embargo, aceptan

do a priori dicha identidad, se quiso saber si el papel del PMSen la irreversibi
lidad de la inhibición, cuando la preiluminación ocurre en su presencia, es “fijar”
o “cristalizar” la forma inhibida del sistema. En este sentido se preiluminó la
membrana “cruda” en ausencia de PMSy de Sustratos. Inmediatamente luego de apagar

la luz se agregó PMS, Fig. 19. Se observa que luego de lavar la preparación, no
se presenta inhibición al medir la reacción a 30°C con PMS.

Una hipótesis posible es que habria dos niveles umbrales de energia involucra
dos en la inhibición que surge de la preiluminación en ausencia de sustratos.

El primero seria el necesario para conformar la inhibición del sistema. Este
seria equivalente al que por lo menos se logra con la preparación l'cruda” y que
permite una velocidad de fotofosforilación a 30°C de alrededor de h umol ATP.mg
Bchl-1.min-1.

El segundo umbral, másalto, seria el necesario para otorgar irreversibilidad
a la inhibición. Este se lograria usando, por ejemplo, PMS50 uMy permitiría una

velocidad de fotofosforilación a 30°C de alrededor de 12 umol ATP(mgBchl.min)'1,(Fig¿&).
Unahipótesis similar a esta podria plantearse para explicar la inhibición

que surge a baja temperatura. Con membrana purificada y en ausencia de PMSno se

observa inhibición en el curso de la reacción a baja temperatura, Fig. 10. Con la
preparación “cruda” y sin PMSse observa inhibición pero es reversible, comparar

Figs. 18 y 19, igual resultado se deberia encontrar con algunas concentraciones de
PMSrelativamente menores que SO uM (como ejemplo ver Fig. 10); esto no fue contras
tado. Sólo con concentraciones de PMSsuficientemente altas (50 pH) se lograría

(fi) La inhibición observada en el curso de la reacción a baja temperatura con la prepa
ración “cruda” no puede ser el resultado de una deficiencia relativa en la “captura”
del AT32Pa distintas c0ncentraciones del producto, pues a 30°C las curvas de tiempo
son rectilineas en un rango de concentraciones de ATPaún más amplio.
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una inhibición irreversible.

Es de hacer notar que una membranapurificada que presenta una actividad de

fotofosforilación a 3°C tan baja como la de D y D' (lo que se logra en condicio

nes stándard pero con algün tipo de desoptimización) no hubiera presentado el fe
nómeno de llquiebre“. Sin embargo, en D y D' este fenómeno se observa claramente.

Unaposible explicación es que por tratarse de una preparación l'cruda“ se esté
sobreestimando la concentración real de cromatóforos activos debido a la probable
existencia de componentes pigmentados no capaces de sintetizar ATPy que si con
tribuírian a la concentración de bacterioclorofila en la suspensión. Estos compo
nentes serian totalmente eli ¡nados en el paso de ultracentrifugación evitado en

ll ft
.la preparación de membranas “crudas

lll 7 Irreversíbilidad de la “inhibición por fotofosforilación a bajas temperatu
ras”. Fenómeno “acumulativo”.

De acuerdo con los resultados de los experimentos iniciales (Capitulo I|l.l,
Fig. 8) se observa que la inhibición de la reacción lograda a 3°C es irreversible
frente a un aumento de la temperatura a 30°C. Por otro lado, si dicho cambio se

realiza antes del punto de “quiebre”, no se observa modificación alguna de la ve
locidad respecto del control desarrollado enteramente a 30°C, tal comose podria
predecir dado que la primera fase es rectilinea.

Se quiso saber si el comportamiento de “estabilidad de la forma inhibida“
se mantenía luego de recuperar, por ultracentrifugación a través de un “colchón”
de sacarosa, las membranasque catalizaron algunas de las reacciones mostradas

en la Fig. 8.
Con dichas membranasse ensayó nuevamente la reacción de fotofosforilación

catalizada por PMSa 3°C (Fig. 21) y a 30°C (F'g. 22), en las mismas condiciones
stándard.

La membrana control (Mo) tiene respecto de la membrana original (M00) descrip

ta en “Materiales y Métodos“, un pretratamiento en oscuridad y en hielo, y un pa
so de ultracentrifugación adicional para poder ser comparada con las demás membra
nas pretratadas. A 30°C, Momuestra una velocidad de fotofosforilación que es a
proximadamente un 25-35% menor que en Moo, tal vez como consecuencia de un desa

cople inespecifico producido por el proceso general de lavado. De cualquier mane
ra, el patrón general del curso de la reacción en Moes el mismo que en Moo, in

dependientemente de la temperatura a la cual se la ensaya (3°C o 30°C), ver Figs. 8,

21 y 22. Este resultado era el esperado de acuerdo con los experimentos mostrados
en la Fig. 3 (curva B y C) y en la Fig. 8 (curva I), donde se observa que un
tratamiento en oscuridad a temperatura baja no produce ningún efecto.

(*) Por otro lado, muyprobablemente la verdadera velocidad esté subestimada en un
20%debido a que se usó el método de Avron para evaluar ATP, ver |I.ll.



En cuanto al comportamiento de la reacción medida a 3°C de los diferentes

tipos de membranaspretratadas y recuperadas (Fig. 21) se pueden hacer las siguien
tes observaciones.

Las membranas que fotofosforilaron a 3°C durante 20 seg (M3°C20”) se compor

tan de manera idéntica al control (Mo). En cambio, la M3°C10' muestra una fase

inicial con una velocidad apreciablemente menor que la del control, lo que confir
ma la irreversibilidad de la inhibición aún frente al lavado de las membranas.

Sin embargo, luego de 2 min durante los cuales estos cromatóforos recuperados fo
tofosforilan a velocidad constante, se observa de nuevo un “quiebre” en el curso
de la reacción. Con tiempos mayores del mismo pretratamiento (M3°C20' y M3°C30')

se observa que la inhibición se llsatura“ y que no aparece un nuevo “quiebre”, man
teniéndose la reacción lineal hasta por lo menos h min.

Las membranas que fotofosforilaron 2 min a 30°C (M30°C2') no se muestran

inhibidas, teniendo un comportamiento idéntico al del control (Mo). Esto era de
esperar, pues la reacción llevada a cabo a 30°C no sufre ningún decaimiento de

la velocidad a tiempos relativamente cortos (ca. 3 min), ver Fig. 8.
Por otro lado, las membranasinhibidas por preilumínación,durante un tiempo

saturante (T98-203, a 30°C en presencia de PMSy en ausencia de sustratos (MPreil
2') vuelven a inhibirse en el curso de la fotofosforilación a bajas temperaturas,
aunque como era de esperar, ambas fases tienen una velocidad mucho menor que las

respectivas del control (Mo). Esto sugiere que el fenómeno de inhibición p0r “baja
temperatura“ es diferente al de “preiluminación en presencia de PMS“.Más adelan

te se presentan otras propiedades(Capitulo lll.8)d¡ferenciales para ambas inhibiciones.
Se puede deducir que el continuo, aunque suave decaimiento de la reacción

a bajas temperaturas observable a largos tiempos (Fig. 3), no se puede justificar
sólo por “inhibición por producto” (Fig. S), pues seria reversible al reestable
cer las condiciones iniciales. Enefecto, el porcentaje de inhibición irreversi
ble de la membranapretratada se “satura” a tiempos del orden de 20-30 min, ver

recuadro interno de la Fig. 21. Esto es coherente con los resultados mostrados
para M3°C10' en la que si bien la velocidad inicial está apreciablemente inhibi
da respecto del control Mo (tal 60m0se podra pr0n05t¡Car, con una velocidad igual
que la que hubiese adoptado la segunda fase de la reacción de Mo luego de haber

fotofosforilado lO min), luego de 2 min puede inhibirse aún más, alcanzando una

velocidad muy semejante a la que se observa en una M3°C20' ó M3°C30' (Fig. 21).

También se puede observar en ese recuadro la presencia de un “lag” de por lo menos
l min. Esto es coherente con el comportamiento rectilineo de la primera fase de
fotofosforilación a baja temperatura.
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Los resultados de las reacciones medidas a 30°C en las mismas membranas pre

tratadas y recuperadas (Fig. 22), son totalmente concordantes con los mostrados

en la Fig. Zl. Sin embargo, la M30°C2', presenta una pequeña inhibición del 10
202 que no es fácil de explicar, dado que en general no se observa ningún decai

miento de la velocidad inicial a 30°C en la membranaoriginal (Moo), ver Fig. 8.
En este punto cabe indicar que en algunas circunstancias se detectó que la reac
ción de fotofosforilación también sufre a 30°C una inhibición en el curso de la

reacción (15 a 50%) luego de aproximadamente l min en casos en que transcurre con

velocidad relativamente alta, ver por ejemplo las Figs. ll y 12 d. Esta observación
sugiere que el fenómeno descripto en este Capitulo pueda provocarse incluso a tem
peraturas altas, con sólo establecer condiciones energéticas del cromatóforo su
ficientemente altas.

En los recuadros internos de las Figs. 21 y 22 se propone con linea de puntos
el nivel de inhibición irreversible frente al lavado por ultracentrifugación, en
un periodo de tiempo en que falta información. A este efecto, por un lado se con

sidera en la Fig. 21 el grado de inhibición que presenta para cada tiempo el cur

so de la reacción a 2,6°C respecto de la fase inicial (Fig. 8) y por otro lado,
en la Fig. 22, el grado de inhibición de la reacción medida a 30°C luego de haber
elevado bruscamente la temperatura de la reacción que transcurría desde su desen

cadenamiento a 2,6°C (Fig. 8).
Dicha información, expresada en ambas figuras en forma de triángulos vacios,

parece complementarse con la que surge al estudiar las membranaspretratadas por
tiempos de 10, 20 y 30 min y recuperadas por ultracentrifugación.

Nótese que el grado de inhibición irreversible alcanzado a bajas temperaturas
luego de 30 min es mayor que el alcanzado a altas. Por otro lado, obsérvese que

el porcentaje de inhibición de las Vmaxestimadas a 30°C para cada tipo de membra

nas en el Capitulo Ill.8 es coherente con el mostrado en la gig: 22, ver Tablas 24y_3.
Si el curso general del grado de inhibición irreversible per lllavado” fuese

realmente el estimado en las Figs. 21 y 22 (triángulos vacios) con la ayuda de
la información no homóloga de la Fig. 8, se puede proponer que la inhibición del
curso de la reacción a baja temperatura procede de manera bifásica. El modelo que

se postula describe que un primer grado de inhibición, el más importante, se pro
duce de manera abrupta luego de i min de reacción quedando dicha inhibición esta

bilizada hasta aproximadamente los 10 min, para luego aumentar lentamente. En a
poyo a esta descripción, se puede observar un comportamiento similar en la Fiq. 3.
Cabe señalar que aún no considerando la información complementaria mencionada,
el curso de la inhibición irreversible es “sigmoide”, indicando un umbral en el
tiempo. Por otro lado, el hecho de que la nueva inhibición que sufre en su curso
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la reacción llevada a cabo a 3°C pOr M3°C 10' ocurra a tiempos mayores que lo que

ocurre en la membranacontrol (Mo), sugiere de nuevo un comportamiento bifásico

en la inhibición (Fig. 21).
Los resultados mostrados hasta ahora indican que la primera fase de fotofos

forilación a baja temperatura es esencialmente rectilinea y por lo tanto implican
que, durante ese lapso, no se está desarrollando ningún proceso de inhibición re
flejable en la velocidad. Enapoyo a esto,se debe considerar que la elevación de
la temperatura a 30°C durante la primera fase muestra una reacción que se manifies

ta comono inhibida (Fig. 8). También se debe tener en cuenta que membranas recu
peradas por ultracentrifugación luego de fotofosforilar durante tiempos menores
que aquél en el que se produce el Ilquiebre“, presentan un comportamiento de foto

fostrílación a 3°C y a 30°C en todo idéntico al del control (Fig. 21 z 22).
Entonces, se debe postular la existencia de algün proceso que justifique el

tiempo necesario para que la inhibición se manifieste claramente. Asi, se pueden
proponer dos alternativas:

a) que dicho proceso pueda ser revertido si se interrumpe la provisión de

energia. La dependencia de la energia (luz) ya fue demostrada en el Capitulo lll.l.
Por lo tanto, con sólo evitar que la reacción alcance un tiempo critico (del 0r
den de aquél en que se presenta el “quiebre'l, se podrian reproducir un indefini
do número de “fases iniciales” sin ningün cambio en sus respectivas velocidades
ni en su tiempo de duración. Esto se lograría intercalando periodos de oscuridad
suficientemente largos comopara disipar el estado energizado de la membrana, al
que se le asigna un papel importante en este fenómeno. El tiempo critico seria
aquél necesario para lograr un umbral de energia también critico que induzca la
inhibición.

b) que antes del punto de “quiebre”, y cuando los Cromatóforos están fotofos
forilando bajo condiciones de velocidad “máxima” (primera fase) a baja temperatu
ra, haya una acumulación de ciertos estados, no disipables por el colapso del es
tado energético de la membrana, que finalmente sean detectados como inhibición,
recién luego de transcurrir un tiempo critico (punto de “quiebre“). Si este fuera
el caso, intercalando durante la primera fase periodos de oscuridad (para disipar
el estado energizado) no seria posible reproducir indefinidamente sucesivos cur
sos de reacción con caracteristicas de llprimera fase”.

Para discernir entre estas dos posibilidades se diseñó el experimento mostra

do en la Fig. 23. De estos resultados se ve que las membranasque fotofosforilaron
a baja temperatura en la primera fase durante diferentes periodos de tiempo, con
el intercalado de un lapso de oscuridad de 2 min*,siempre se inhibieron un 50%,

(*) El Criterio adoptado acá respecto del colapso del estado de alta energia,es que,
al apagar la luz, la sintesis de ATPse interrumpe instantáneamente (dentro de la es
cala de tiempo estudiada), ver Fig. 8. Por otro lado, 2 min es un lapso más que sufi
ciente para colapsar el ApHinducido por la luz (por lo menos a 15°C), ver Fig. 50.
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luego de l min neto de fotofosforilación incluyendo el primer y segundo periodo
de reacción. Este resultado apoya la hipótesis b) y sugiere que los estados que
se producirian durante la primera fase y que no se refleian en la actividad de

esta primera fase, no revierten a la condición iniclal durante el periodo en que
la membranaqueda desenergizada en oscuridad a baja tenperatura. Sin embargo, se

debe mencionar nuevamente que si dentro del periodo que dura la primera fase se

eleva la temperatura o se “lava” la membranay se vuelve a ensayar la reacción

no se manifiesta inhibición. De manera tal que se puede proponer que en la prime

ra fase, los fenómenosque se desarrollarfan son neutralizables a posteriori me
diante una elevación de la temperatura o mediante incubaciones en oscuridad y frio

pero por tiempos extensos (mayores que los 2 min probados en la Fig. 23), dado
que el tratamiento de recuperación de las nembranas previo al nuevo ensayo nunca
fue menor de h horas.

Esto indica claramente que durante la primera fase se producen “fenómenos
acumulatívos” que conducen finalmente a una inhibición detectable.

Respecto de la irreversibilidad, es importante recordar que en ausencia de
PMS,utilizando cromatóforos no purificados con los cuales se puede lograr una
velocidad de fotofosforilación relativamente alta, se detecta un fenómenode inhi

bición tal vez similar pero que es reversible luego de un lavado, ver Capitulo
lll. .

Por lo tanto, con los experimentos mostrados hasta aqui, se podria postular
que la irreversibilidad de la inhibición dependeria de la presencia de PHS, aunque
no se puede discernir si el PMScumple sólo la función de aumentar el nivel de

energia o si además tiene algún efecto directo sobre los fenómenos que conducen
a la irreversibilidad.

Por ültimo, cabe comentar acá que la propuesta de “sobreenergización”, mo
delo que resulta coherente con buena parte de la información experimental presen
tada en este Capitulo, también fue presentada por Giersch ( 135) para explicar

la estinulacíón de la fotofosforilación en tilacoides por balas concentraciones
d ('D aminas desacoplantes. En dichos experimentos se observa una caida parcial en
el ALH+y sin embargo la velocidad de sintesis, en vez de disminuir, se estimula.
La interpretación del autor es que”... la velocidad de estado estacionario de
l 0.! fotofosforilación depende tanto de la competencia energética y cinética de
los cloroplastos ... y las aminas desacoplantes (NHqu y metílamina) eliminan
la limitación cinética de la fotofosforilación... Sin embargo, la estimulación
sólo es posible cuando los cloroplastos estan sobreenergizados , esto es cuando
incluso un AüH+atenuado provee suficiente energia para permitir que la veloci
dad de sintesis proceda de manera inafectada o incluso aumente...“.
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III.8 Caracteristicas cinéticas a 30°Cde las reacciones de fotofosforilación
mediada por PMSy de hidrólisis de ATPde las membranas que sufrieron
pretratamientos de fotofosforilación a baja temperatura, yide preilumi
nación en presencia de PMSy ausencia de sustratos de fotofosforilación.

Con la hipótesis de que la inhibición de la actividad de fotofosforilación
en estudio represente un lldaño” o transformación del sistema transductor de

energia a nivel del factor de acoplamiento, se quisieron estudiar las caracte
risticas aparentes de saturación para los sustratos de la reacción de sintesis
y de hidrólisis de ATPdesarrollada a 30°C en las membranaspretratadas por
fotofosforilaéión a baja temperatura o “fotoinhibidas por PMS“(preiluminadas
en presencia de PMSy ausencia de sustratos de fotofosforilación). SÏOOten Y
Branders (203) han demostrado que una parte de la inhibición por preiluminación
en ausencia de sustrato (ver I.h.2) es debida a un aumento de permeabilidad a

los protones de la membrana. Por su parte Kerber (199) y Pucheu gt_al. (202)0b
servaron en experimentos de reconstitución cruzada que la inhibición estaria a
nivel de la membranafotoinhibida en ausencia de sustrato y no a nivel del F1.

I||.8.1 ComEOrtamientoaparente de la reacción de fotofosforilación respecto

En la Fig. 2h se muestran las representaciones de Lineweaver-Burk para
Pi variante y ADPconstante para la reacción de fotofosforilación a 30°C cata
lizada por PHSllevada a cabo por membranaspretratadas de diferentes maneras.

Tanto el pretratamiento de preiluminación en ausencia de sustratos (MPreil
4') comoel de fotofosforilación a bajas temperaturas (M3°C30') producen, tal
como se esperaba, una inhibición de la Vmaxdel 50% respecto de la membrana

“control” (Mo), sin observarse cambios en el comportamiento general, que es
“michaeliano”, ni tampoco cambios importantes en el valor de la Kmaparente
para Pi.

Por otro lado, las membranas que fotofosforilaron 3 min a 30°C (M30°C3')
muestran una pequeña inhibición de la Vmax(th).

Todos los resultados quedan resumidos en la Tabla 2.



ill.8.2 Comportamientoaparente de la reacción de fotofosforilación respecto
de ADP

En el caso de la determinación de los parámetros cinéticos para ADPa 30°C,

las curvas de tiempo de la membrana l'control” (Mo) muestran con cualquier con

centración de ADP, un comportamiento bifásico. La reacción comienza con una

velocidad inicial relativamente baja que se mantiene constante durante unos
10 seg y aumenta luego para dar una fase de alta velocidad que tiene una dura

ción de por lo menos 2 min (no se muestra). Este comportamiento bifásico se

detecta sólo cuando las membranasoriginales (Moo)sufren un lavado adicional,
tal como es el caso de la membrana llcontrol“ (Mo), ver descripción del Método

en la leyenda de la Fig. 22. En efecto, la preparación original (Moo) no mues
tra, en general, de manera tan acentuada, este tipo de actividad dependiente

del tiempo. Sin embargo, tal como se indicó en Lll¿g esto depende de la prepa
ración cromatofórica. Dicho comportamiento bifásico pudo ser detectado en el
estudio para ADP,pero no para el de Pi, debido a que en el primer caso el cur

so de la reacción se midió desde tiempos más cortos, ver leyendas de las jïgí.
2h y 25.

Se debe destacar que la Vmaxde la membrana Moestá un 202 inhibida res

pecto de Moo. Otra evidencia de esto ya fue mostrada en la Fig. 22 y comentado

en lll¿á y lll¿z_en términos de una pérdida de la capacidad de fotofosforilación
dada por el procedimiento de recuperación de las membranas Mo.

El hecho de que la fase inicial en las curvas de tiempo de la reacción
catalizada por Moa 30°C tenga valores de velocidad que representan un porcen

taje (ca. 50%) de la velocidad de la fase de estado estacionario de dicha reac
ción, similar al que representa la fase inhibida que aparece luego del “quie
bre” en la reacción a baja temperatura respecto de su correspondiente primera
fase sugirió la posibilidad de que la fase inicial de Mopudiera constituir
una condición de fotofosforilación relacionada de alguna manera con la que surge
del fenómenode inhibición a baja temperatura. Otra alternativa es que esta
fase inicial de velocidad baja pudiera reflejar el tiempo necesario para cons
truir un ADH+suficientementealto comopara originar la fase de fotofosforila
ción de velocidad más alta ( 197 ). Según esta última Hipótesis, esta fase
aparecería preponderantemente en Moy no en Moopues aquella primera membrana

estaria más “desacoplada” que esta última a causa de todo el pretratamiento
y recuperación por ultracentrifugación.

Con esta idea se determinaron para la membranaMo los parámetros cinéti
cos de ambas fases.
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Para las dos fases de reacción catalizadas por Mose encontró un compor

tamiento “michaeliano” y una Kmdel mismo orden (Fig. 25 y Tabla 3) y asi, la
velocidad máxima de la primera fase es 51%menor que la de la segunda. En otras

palabras, durante ese periodo de transición que media entre el desencadenamien
to de la reacción y el establecimiento del estado estacionario, se manifiestan
diferencias importantes sólo en los parámetros cinéticos que contribuyen a la
Vmax(“turnover“ de la enzima) pero no en los que se relacionan con su compor
tamiento de saturación.

La Moomuestra caracteristicas cinéticas similares a las de la fase de
estado estacionario de Mo.

Además, se estudió el comportamiento de una membranaque fotofosforiló
como pretratamiento durante 3 min a 30°C (M30°C3'). En este caso, también se

observa un comportamiento bifásico similar al encontrado para Mo, con caracte

rïsticas cinéticas también similares (Fig. 25 y Tabla 3). En efecto, esto co
rrobora que el pretnatamiento por fotofosforilación a alta temperatura no indu
ce cambios importantes, por lo menos en tiempos cortos (3 min) pero del orden

de aquellos en los que si se observa inhibición en el curso de una reacción
a 3°C, comparar además con las Figs. 21, 22, 2h y Tabla 2.

En el caso de las membranas preiluminadas a 30°C durante h min en presen

cia de PMS50 uMy en ausencia de ADP (MPreil 4') no se observó el comportamien

to bífásico del curso de la reacción descripta arriba pero si se presenta un
“lag” de 5-10 seg. Comparandolos datos cinétícos con los del control (Mo),
se deduce que la inhibición queda reflejada sólo en la Vmax, ver Fig. 25 y Tabla .

El resultado más interesante se encuentra con la membranarecuperada lue

go de haber fotofosforilado durante 30 min a 3°C (M3°C30'). Tal como la MPreil

h',el Curso de la reacción presenta un “lag” de 5-10 seg antes de entrar en
el estado estacionario, pero presenta un comportamientocinético totalmente
diferente a todos los mostrados anterionmente. La curva de saturación muestra

una clara sigmoidicidad, siendo sus parámetros n = 2,67 y S0 5 = 1h uM, ver
Fig. 25 y Tabla 3. Por otro lado, tal comoera de esperar, la Vmaxestá inhibi
da un 50% respecto del control.

Las fases de estado estacionario de las membranas MPreil h' y M3°C30',
a altas concentraciones de sustratos, se mantiene con su velocidad constante

durante por lo menos 2 min (cf. Fig. 21 y 22).
Sobre la base de la información obtenida, no se considera que las diferen

cias observadas en las Kmsaparentes para ADP(Tabla 3) sean significativas
dado la dispersión que existe tanto entre las diferentes velocidades que cons
tituyen un experimento como asi también la que hay entre experimentos de un

w
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ísmo tipo.

Teniendo en cuenta las diferencias cinéticas entre la primera fase de la
fotofosforilación de Moy la del estado estacionario de M3°C30' se descarta

cualquier relación inmediata entre aquella primera fase y la condición inhibida
que muestra M3°C30', y se acepta comomás probable la hipótesis que asigna

a dicha fase una relación con el nivel de energia de la membrana.
Sobre la base de esto último se podria deducir que el comportamiento de

saturación respecto de ADPno seria dependiente del nivel de energia de la mem
brana y la enzima detectaria el postulado aumento de AGHTmanifestándose sólo
un aumento en el “turnover”.

Cabe cementar que a altas concentraciones de ADP (2 mM)se observa un fe

nómenode inhibición por sustrato que presenta en todos los casos un nivel si

mílar (20-35% respecto de la Vmax). En la Fig. 25 dicha inhibición queda ¡ndi
cada como I 2 mM.

III.8.3. Comportamientos aparentes respecto de Pi y ADPde la reacción de foto
fosforilación a 30°C'llevada a cabo en ausencia de mediadores redox
exógenos y de la reacción catalizada por PMSpero parcialmente inhi
bidagpor un desacoplante (FCCP). ’

Comolas caracteristicas cinéticas diferenciales de las membranasM3°C30'

son coexistentes con una baja velocidad de fotofostrilación (dado que la ac
tividad esta inhibida ¡rreversiblemente), se quiso saber si, en general, dichas
caracteristicas eran propiedades independientes de la velocidad máximade fo
tofostrilación, por ejemplo independientes del nivel de energia de la membrana.

A tal efecto, se estudiaron las caracteristicas aparentes de saturación
respecto de ADPy de Pi para la reacción de fotofosforilación endógena (esto
es, llevada a cabo en ausencia de mediadores redox exógenos) y para la reacción
catalizada p0r PMS50 uMpero en presencia de concentraciones de desacoplante

que inhiben la reacción sólo parcialmente (30-60%).

La Fig. 26 muestra para ambas condiciones que el comportamiento cinético
aparente para cada sustrato de fosforilación es “michaeliano”, tal como los

de las membranas control Moo y Mo, comparar con las Figs. 2h y 25 y ver Tablas

g_y_;. Sólo se observa un aumento de la Kmaparente para ADPen el caso de la

reacción endógena de Moo y en el de la de Mo mediada pOr PMSparcialmente de

sacoplada. Sin embargo, la falta de suficiente infOrmación impide evaluar si
las diferencias son significativas.

Una diferencia observada es la presencia de un “lag” de 10 a 20 seg para
todas las concentraciones de ADPy Pi probadas en las reacciones desacopladas



con FCCP,pero no en las reacciones que transcurren en ausencia de mediadores

redox. Esto último es llamativo pues la reacción endógena muestra una veloci
dad de reacción menor aún que la mediada por PMSy parcialmente desacopiada.

De manera tal que es complicado interpretar por qué, con un nivel de energia

menor, la reacción endógena entra en estado estacionario muchisimo antes que
la mediada por PMSy desacoplada. En términos quimiosmóticos clásicos habría

que esperar un “lag” o primera fase de reacción inversamente proporcional a
la velocidad de estado estacionario. Véase una discusión sobre esto en el

Capítulo |V.S.
Cabecomentar otra diferencia, esto es el grado de inhibición por sustrato.

En efecto, tanto en el caso de la reacción endógena de Moo como en el de la Mo

mediada por PMS 50 uM y al mismo tiempo desacoplada un 50% por FCCP 3 uM, se

observa una inhibición 2 veces mayor que la que muestra cualquiera de los ti

pos de membranasestudiadas en la Fig. 25 en condiciones de relativamente alta
energización (en presencia de PMS50 uM). Los experimentos de la Fig. hi corro
boran la observación para Moo, incluso a diferentes temperaturas.

También es de recalcar la inhibición por sustrato (Pi) que se observa como

único caso en la reacción endógena de Moo (comparar Figs. 2h y 26).
Se concluye que no hay cambios drásticos en las caracteristicas cinéticas

aparentes generales (comportamiento “michaeliano”) en las diferentes condiciones
energéticas. De manera tal que la sigmoidícidad observada en la membrana M3°C30'
que fotofosforila a baja velocidad es una caracteristica intrínseca y no estaria
dada por una baja energización o por una baja velocidad de “turnover”. De ma
nera concordante, se debe tener en cuenta que la membranaMPreil h' tiene un

mismo grado deinhibicíónque la M3°C30' y sin embargo su comportamiento es

“michaeliano” (Fig. 25).
Para contrastar si la velocidad de la ATPsintetasa está controlada de alguna

manera por el AfiH+a través de una variación de la Kmpara ADP, otros autores han

estudiado el efecto de desacoplantes en bacterias y partículas submitocondriales

(137,138). Encontraron que, en efecto, con un desacople parcial la Kmaumenta pero,
aún ejerciendo un grado similar de inhibición (70%), el dinitrofenol provoca un au

mento de la Kmde lO veces mientras que con FCCP la Kmsólo se duplica. Se concluye

(137) que los cambios drásticos de la Kmprovocados por el dinitrofenol probablemen

te se deban a una acción directa sobre el Fl talcomo fue mostrado en (139) y que los

cambios determinados eventualmente por la disminución del AüH+son, a lo sumo,pequeños.



III.8.h Comportamientg%39arente respecto de ATP/Mgde la reacción de hidrólisis
de ATP

Para estudiar adecuadamente la reacción de hidrólisis de ATPinducida por
un desacoplante en las membranasque sufrieron el proceso de “inhibición de
la fotofosforílacíón por fotofostrilacíón a baja temperatura“ respecto de las
membranascontrol, se “tituló” la concentración óptima de FCCPpara estimular
la máximaactividad. Dicho experimento se hizo a varias concentraciones de ATP/

Mgpara poder estudiar las caracterfstícas de saturación de la reacción indu
cida por desacoplante.

En la Fig. 27 se observa que la concentración óptima de FCCPes algo menor
para las membranas M3°C30' respecto de las Mo (por ej. 0,6 uM vs. 0,8 uMpara

una concentración de ATP/Mg= 2 mM). Se muestra, además, el comportamiento de

la membranaoriginal (Moo). En general, en todos los casos, cuanto menor es

la concentración de ATP/Mg, menor es también la concentración óptima de FCCP.

Nótese además que la concentración óptima de FCCPpara la membrana control (Mo)

es menor que para la membrana original Moo. También es algo menor la actividad
constitutiva. Estas últimas diferencias se interpretan comodebidas a una pér
dida de factores de acoplamiento y aumento de la permeabilidad a protones pro
vocados por el pretratamiento (fundamentalmenteultracentrifugación).

Se observa que, usando concentraciones altas de ATP/Mg,la actividad cons
titutiva de la M3°C30' no está inhibida respecto de la Mo (control). Sin em
bargo la actividad inducida por FCCPestá parcialmente inhibida (33%) en aque
llas mismas condiciones.

En la Fig. 28 se estudian los comportamientos de saturación de los tres
tipos de membranas, Moo, Mo y M3°C 30'.

Mientras que M00y Mopresentan un comportamiento “michaeliano” tanto para

la reacción constitutiva comopara la inducida por concentraciones óptimas de
desacoplante, la membranaM3°C30' muestra una curva de saturación ligeramente

sigmoide para ambos tipos de reacción.

De manera paralela a lo que muestra la Fig. 2 , la Vmaxde la actividad
constitutiva de la M3°C30' no está inhibida, pero si lo está la de la reacción
inducida por desacoplante.

Dadoque la Vmaxde la actividad constitutiva de la membrana tratada y

la de la control son iguales y, en cambio, las Vmaxsde las reacciones inducidas

por concentraciones óptimas de desacoplante no lo sean (de hecho la actividad
de M3°C30' está inhibida un 30%), se puede proponer que el fenómeno que conduce

a la inhibición (por lo menos de la ATPasa inducible por FCCP)no involucra

un fenómenode desacople. Esto es asi pues, si hubiese algún grado de desacople,



al estar disminuida la retropresión de H+, la actividad constitutiva deberia
estar estimulada respecto de la del control y la inducida por concentraciones
óptimas de desacoplante deberia tener el mismovalor que la correspondiente
al control pero a concentraciones de desacoplante menores, ver Introducción

Por su parte, el proceso de “fotoinhíbición de la fotofosforllación por
PMS”también provoca la inhibición de la actividad en oscuridad de hidrólisis

de ATP,inducida por desacoplante,p0r parte de los cromatóforos. La actividad
constitutiva no es inhibida, de manera similar a lo mencionado para M3°C30'.

En la Fig. 29 se observa que la actividad constitutiva de MPreil h' es prácti
camente igual que la del control preincubado en oscuridad (Mo). La actividad
inducida por desacoplante está inhibida un 30%. Slooten y Sybesma (¡98 ) y Sloo

ten y Branders (203 ) presentaron resultados similares a estos, aunque señalan
que la actividad inducida muestra un grado de inhibición mayor (50-80%). De

nuevo, tal como se discutió para el caso de M3°C30', los hechos de que la ac

tividad constitutiva no esté estimulada, que la concentración de FCCPque in
duce la máximaactividad no esté desplazada hacia valores menores que los del
control sin preiluminar y que la actividad inducida no alcance valores iguales
que la del mencionado control, sugieren que el fenómenode fotoinhibición no
involucra un desacoplamiento funcional de la membrana. Este resultado es par
cialmente contradictorio con el presentado por Slooten y Sybesma (198 ) en el
que la concentración de desacoplante que induce la máxima actividad en la mem

brana preiluminada en ausencia de sustratos de fotofosforilación, es menor que
la respectiva del control. Sin embargo, dichos autores usan CCCPcomo desaco
plante y su experimento tiene un poder de resolución mucho menor.

|I|.8.5 Discusión

Se puede plantear la siguiente critica al planeamiento experimental. Para
estudiar las propiedades cinéticas de los cromatóforos que han sufrido una inhi
bición al fotofosforilar a bajas tenperaturas, se usaron membranaspretratadas
en dichas condiciones durante 30 min dado que el grado de inhibición irrever

sible se satura con tiempos de ese orden, ver Figs. 21 y 22. Sin embargo esto
presenta un inconveniente que podria llegar a ser serio, pues a los 30 min de
fotofosforílación a altas intensidades de luz (aunque no a bajas) el curso de

la reacción está sustancialmente inhibido (Figs. 3 y 1h), de tal manera que
se establecen condiciones de alta energización pero baja disipación de energia
debido a la muy baja velocidad de sintesis de ATP, de manera que aún en presencia



de sustratos de fotofosforilación teóricamente podrian establecerse las condi
ciones que dan lugar al conocido fenómeno de “fotoinhibición de la fotofosfo
rilación por preiluminación en presencia de PMS”.Se podria proponer que al fenóme
no de “inhibición por fotofosforilación a baja temperatura“ se le puede sumar el de
l'inhibición por preiluminación en ausencia de sustratos”. Tal vez, la segunda parte

del comportamiento bifásico de la inhibición irreversible se deba a esto (Figs.21 y 22).

Cabe indicar que a baja temperatura (3°C) las membranas también se foto

inhiben (50-80%) al ser preiluminadas en presencia de PMSSO uMy en ausencia

de ADP, incluso irreversiblemente respecto de la medición posterior a 30°C (aun
que no está demostrado si lo es también frente a un lavado por ultracentrifu
gación), pero el tiempo en que se logra el 50%de la máxima inhibición es 6

veces mayor que el necesario a 30°C (no se muestra), cf. (199)

Sin embargo, el hecho de que el comportamiento cinético de las membranas

MPreil h' sea diferente del de las M3°C30' en lo que se refiere a la reacción

de fotofosforilación nediada por PMS,sugiere que ambos tipos de inhibición sur

gen a través de mecaniswns también diferentes (Fig. 25 y Tabla 3). Pero, para
considerar esto último se debe tener en cuenta que, aunque el nivel de inhibi
ción por preiluminación en ausencia de sustratos queda saturado totalmente des
de i min hasta 5 min (máximo tiempo estudiado) (198J99), los tiempos de pre

tratamiento de las membranas MPreil h‘ y M3°C30' son muy diferentes y no se

sabe que efectos pudiera provocar una preiluminación en ausencia de sustratos
durante periodos de tienpo muchomayores (20-30 min).

Un control más apropiado para comparar elcomportamiento de la membrana

que fotofosforiló a 3°C durante 30 min hubiese sido una membranaque sufrió
un tratamiento de fotofosforilación también durante 30 min pero a 30°C. En efec
to, la hipótesis inicial de trabajo es que el fenómenoocurre a baja tempera
tura pero no a alta. Lamentablemente, no se tienen dichas evidencias en esta
Tesis. Por un lado se sabe que hasta unos 3-h min se mantiene la velocidad cons

tante a 30°C (Fig. 8) y Slooten y Sybesma ( 198 ) han mostrado que la reacción
se puede mantener constante durante lO min con el agregado periódico de Pi du
rante la reacción y también que luego de recuperar por ultracentrifugación las
membranas que fotofosforilaron durante lO min, dichas membranas no muestran

inhibición. Sin embargo, habria que reponer los sustratos durante la reacción
para mantener la alta velocidad de disipación de energia.

Cabe indicar que en algunos experimentos de esta Tesis se ha detectado una leve
inhibición irreversible durante la fotofosforilación mediada por PMSa 30°C

(io-20%), ver Figs. 22 y 2h.



Esto Sugeriria, tal comose adelantó en el Capitulo II. , que la inhibición
observada a baja temperatura tanbien podrfa ocurrir a 30°C con tal de establecerse

condiciones energéticas suficientemente altas, ver además Figs. il, 12 d y 22.
Por otro lado, un valioso experimento que podria aportar evidencias consisti

rfa en pretratar las membranasen iguales condiciones que M3°C30', pero en presen
cia de concentraciones altas de desacoplante, totalmente inhibítorias para la fo
tofosforilación pero estimulantes del transporte de electrones y, por otro lado,
en presencia de aquellas concentraciones bajas que prolongan la primera fase (flag.
iS y 16). Luegode recuperar dichos cromatóforos por ultracentrifugacíón se deberia
encontrar un comportamiento similar al control, si es que el contenido de energia
de la membranaes el que provoca la inhibición, experimentos de este tipo fueron
desarrollados para el estudio de la “fotoinhibicón por PMS”pero en preincubaciones
cortas (3-5 min), encontrándose una total protección (198,199).

Los controles adecuados consistirian por un lado en membranaspreincubadas
en condiciones stándard en oscuridad pero con desacoplante y p0r otro, a las mem
branas que son pretratadas en luz en ausencia de desacoplante (M3°C30'), se les
debería agregar desacoplante luego de haber interrumpido la reacción con oscuridad
y antes de recuperar los Cromatóforos por ultracentrifugación. Esto es para des
contar un eventual efecto de la presencia remanente del desacoplante luego del
lavado.

Sí bien se usó un protocolo standard y no se establecieron las condiciones
óptimas de reacción para el estudio de las propiedades cinéticas de los distintos
“tipos” de membranasse propone que las diferencias observadas son, al menos, cua
litativamente válidas.

Con la información reunida hasta acá es difícil la interpretación de la sig

moidicidad observada en la fotofosforilación mostrada por M3°C30'.
En efecto, los cambios en las caracteristicas cinéticas (comportamiento ge

neral de saturación, Vmaxy “afinidad” por los sustratos) de la etapa terminal
en la secuencia de reacciones acopladas en la transducción energética (sintesis
de ATP), no necesariamente deben reflejar cambios-¡ntrfnsecos del sistema a dicho
nivel. El caso teórico de un cambio en la Vmaxes el más común, pues puede refle

jar simplemente cambios en el transporte de electrones o en la conservación de la
energia.

En el caso de los parámetros que cuantifican la saturación por los sustra
tos, seria la interpretación inmediata un cambio directo a nivel de los
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acontecimientos del ciclo catalïtico de la enzima. Sin embargo, se discuten más
abajo otras alternativas.

Aünen el caso en que la sigmoidicidad reflejase sólo acontecimientos a nivel
del factor de acoplamiento, la interpretación no es fácil pues pueden haber varias
causas que lo produzcan, incluso artificios ( 83).

Se sabe que en el caso de los cloroplastos los nucleótidos ADPy ATP inducen

(en ausencia de condiciones completas de fotofosforilación) un pequeño aunento
del nivel de AuH+inducido por el transporte electrónico fotosintético. Esto es
interpretado en términos de un aumento de la impermeabllidad a los protones de

la membranaa nivel del factor de acoplamiento (dado que aquél es una via natural
de disipación en la sintesis de ATP). Los nucleótidos ¡nducirian algün cambio es

tructural de manera de restringir aün más el escape inespecifico de H+ (lhO-lhb).
En este sentido, se puede proponer que la inhibición que se produce durante

la fotofosforilación a bajas temperaturas podria representar algún tipo de desa
cople causado por un aumento de la permeabilidad a los protones a nivel del factor

de acoplamiento. Esto podria estar relacionado con la sigmoidicidad que muestra
la saturación de ADPde la membrana M3°C30'. En efecto, a baja concentración de

ADPel factor de acoplamiento seria, anormalmente, una válvula (parcialmente?)
abierta a los protones (“leaky”) y entonces se disiparïa el estado de alta ener
gia intermediario en la sintesis de ATP. Sólo a más alta concentración de ADPse

subsanaria el “defecto” estructural. De cualquier manera habria entonces, un grado
(50%) de inhibición (también desacople?) no remediable por medio de los nucleótidos.

En concordancia con esto, se podria interpretar el “lag” que antecede la fase
de estado estacionario en las membranas M3°C30' y MPreil h' (cf. Tabla 3). En
efecto, dicho “lag” podria reflejar el tiempo que se tarda en lograr un umbral
energético suficientemente alto comopara que la reacción procedaï Esto seria un
fenómeno del orden del señalado para Moy M30°C3', en los que estaria atenuado

y, en vez de aparecer un “lag”, se observa una fase de menor velocidad.
Sin embargo, la discusión que se presenta en esta Tesis (III.8.h) respecto

de la reacción inversa (ATPhidrolasa), propone que no habria un desacople “clá
sico” de la membranaprovocado por el pretratamiento de fotofosforilación a baja
temperatura. En apoyo a esto y en contraposición con lo discutido para la reacción
de fotofosforilación, y ya que la reacción de hidrólisis es en efecto inducible
por un desacoplante'(Figs. 27 y 28), no se podria asignar a la sigmoidicidad de
la reacción de hidrólisis constitutiva ser el reflejo de un desacople corregible
por el llbinding“ de nucleótidos (ATP/Mg).En efecto, si existiese tal desacople,
la representación de inversas deberia ser cóncava hacia abajo indicando una acti
vación de la reacción a bajas concentraciones de sustrato. Los resultados son

(*) Sin embargo, nótese que MPreil h' no tiene una saturación sigmoide para ADP.



diametralmente opuestos a ese pronóstico.

Con el mismo tipo de argumento, la reacción inducida por concentraciones ép

¿imgs de desacoplante (FCCP)no puede poner en evidencia ninguna inhibición deter
minada por otro tipo de desacople de caracteristicas delocaiizadas y por lo tanto
su sigmoidicidad respecto de ATP/Mgno puede ser explicada en aquellos términos.

De cualquier manera, aún se podria mantener la hipótesis mencionada para
la fotofosforilación si se postulara que los mecanismosde acople entre el factor
de acoplamiento y el intermediario de alta energia procedieran a través de pasos
no exactamente equivalentes en la reacción de sintesis y de hidrólisis de ATP.

Queda por explicar porqué tanto en el caso de la membrana M3°C30' como el

de la MPreil ü', estando sus respectivas reacciones de fotofosforilación inhibi
das, no lo están las reacciones constitutivas de hidrólisis de ATPpero si, en
cambio, las inducidas por FCCP.

Slooten y Branders han demostrado que en el caso de MPreil el transporte elec
trónico no está ¡nhibido y, aunque la membranaqueda parcialmente permeable a los

protones, no se puede explicar con ese argumento la mayoria de la inhibiciónQO3).
Se podria proponer que los hipotéticos cambios conformacionales que darian

orígen a la inhibición de la fotofosforilacíón en ambos casos (M3°C30' y MPreil),
aún cuando pudiesen ser no homólogos, sólo se manifestarian ¡nhibiendo la reacción
inversa (ATPasa) cuando el contenido de energia de la membranano es alto (esto
es cuando la reacción de hidrólisis transcurre en presencia de un desacoplante,

ver Fi g. SO) .

En este Capitulo (111¿É) se ha mostrado que el proceso de “inhibición por
fotofosforilación a baja tenperatura” y el de “fotoinhibíción en ausencia de sus
tratos“ también ocurrirfan en ausencia de mediadores redox exógenos (p.ej. PMS)
cuando se usa una preparación “cruda” de membranas, conteniendo todos los compo

nentes citoplasmáticos o sólo los no dializables. Sin embargo, ambos fenómenos
son reversibles tal como lo demuestra la actividad mediada por PMSa 30°C luego
de haber “lavado” las membranaspretratadas.

Muyprobablemente, la ¡rreversibilidad seria provocada por la presencia de
PMSdurante la reacción, a través de algún mecanismo desconocido o más probable

mente, tal comose discutió en lll¿2_y I||.6, dicha ¡rreversibilidad surgíria solo
cuando se supera algún umbral energético, logrado, por ejemplo, estimulando el
transporte de electrones con PM&

También se puede deducir que el efecto de la fotofosforilación a baja tem
peratura no inVOIUCradirectamente un mecanismo de inhibición irreversible del
factor de ac0plamiento.

Esta capacidad para revertir a las condiciones l'normales” sugiere la



posibilidad de que el efecto de la baja temperatura resulte en la acumulación prefe
rencíal de una forma estructural del complejo factor de acoplamiento, involucrada

en el proceso de transducción de energia.
Entonces, si las nuevas propiedades cinéticas (sígmoidícidad) de las reaccio

nes de sintesis y de hidrólisis reflejasen realmente una forma diferente del fac
tor de acoplamiento producida durante el proceso de fotofosforilación a baja tem
peratura, surge la dificultad de definir cual seria la función de aquella forma
estructural.

La dependencia de la velocidad de sintesis y de hidrólisis de ATPrespecto
de los sustratos en cloroplastos ha sido estudiada por diversos autores (cf. 1h5).
En todos los casos publicados se encontró para los tres sustratos un comportamien
to de saturación hiperbólico simple. Los productos de tanto la reacción de sinte
sis (ATP)como los de hidrólisis (ADPy Pi) ejercen una acción ¡nhibitoria de tipo
competitivo. Deeste tipo de estudios surgen las siguientes conclusiones.
l) Las Kmsaparentes para la reacción directa varían, según las condiciones de

reacción usadas por los diversos autores, entre 25-60 uH para ADPy 200-600 uM
para Pi. Mientras que la correspondiente a la reacción de hidrólisis oscila entre
S y 500 pM.

2) Los sustratos existen en diferentes estados de protonlzación, los que a su vez

se acomplejan con Mg2+y eventualmente con otros iones. Dado que no se conoce exac
tamente qué especies de ADP, ATPy Pi se unen realmente al factor de acoplamiento,

sus concentraciones experimentales pueden no ser idénticas a las concentraciones
de las especies “activas”, las cuales dependen del pH y de la concentración de
Mg2+provocando, entonces, las variaciones aparentes de las Kms.
3) Las Kmsaparentes pueden depender del nivel de energia de la membrana, esto
es de la Vmaxmedida en las condiciones experimentales (137,138).

h) Los valores de Kmpueden ser diferentes para las ATPasas modificadas y las no
modificadas.

5) No se conocen el orden secuencial de “binding” de los sustratos.
En R. rubrum, en ausencia de Pí, la Kmpara ATPes alrededor de 0,2 mM(lh6),

en concordancia con los resultados de esta Tesis. En cambio, con Pi 0,5 mM, la
Kmse transfonna en 5 uMy la actividad de ATPasa es estimulable con luz de una

manera en la que la Vmax no cambia pero si lo hace la Kmque disminuye a 1 uM
(1b7 ).

El comportamiento sigmoide para ADPmostrado por la membrana M3°C30' revela

la posibilidad de rearreglos estructurales y el valor de nH indica la posible
participación de hasta tres moléculas de ADPen un fenómeno de cooperación po
sitiva.
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Cabe recordar que los cambios estructurales que se conoce ocurren durante
la operación del ciclo catalitico de fotofosforilación pueden ser explicados
tanto por la hipótesis del “mecanismoquimiosmótico indirecto” como también por

el mecanismode Boyer de estados conformacionales energizados ligados directamen
te al transporte de electrones, ver Introducción 1.2.

Están bien documentados los cambios conformacionales, producidos por ilumi

nación en las subunidades a, B y y del complejo F1 (ih8-152).

Ryrie y Jagendorf ( 32,33 ) han mostrado que la energización de la membrana
3del cloroplasto expone sitios adicionales para el intercambio de H en el factor

de acoplamiento. El fenómenoes sensible a desacoplantes. Otros experimentos,
usando reactivos especificos para grupos, también indican modificaciones estruc
turales del factor de acoplamiento (1h8, 150-153).

Por otro lado se han descripto fenómenos de cooperatividad entre subunidades

diferentes y similares del F1.
La modificación de'l residuo de tirosina en una subunidad B del factor F1

de mitocondrias causa una inhibición completa de la sintesis de ATP. Comola en

zima tiene 2 o 3 copias de dicha subunidad se concluye que el F1 muestra una

asimetría inducida por el ligando (lSh,iSS).
Ebel y Lardy (156 ) proponen una cooperatividad negativa entre las subuni

dades cataliticas en F] de mítocondrias. Adolfsen y Moundriakis (157 ) concluyen
que en el F1 de Alcaligenes faecalis el “binding” de nucleótídos en un sitio
de la enzima promueve, alostéricamente la disociación de nucleótídos en otro
sitio. Otras evidencias del grupo de Boyer indican que el Ilbindíng” de ADPy
Pi promueve la liberación de ATPdurante la sintesis y el “binding” de ATPpro
mueve la liberación de ADPy Pi durante la hidrólisis (158-160).

Los resultados presentados acá podrian por un lado, proveer evidencia de
una capacidad del factor de acoplamiento para ser regulado y por otro mostrar
la capacidad de “histéresis” de la enzima. Estas propiedades podrian participar
en el control de las actividades de sintesis e hidrólisis de ATP.
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Curvas de tiempo de la fotofosforilación, mediada por PMS50 uM, a diferentes tem
peraturas en cromatóforos de R. rubrum w.
A todas las temperaturas se usa buffer Tricina-NaOH ajustado a pH 8,0 a 20°C.
La dispersión experimental de cada curva es del mismo orden que la mostrada para
2,5°C. Las curvas de tiempo se poligonizan para su análisis. Cada intervalo es
prácticamente rectilineo.
En el recuadro interno se muestra, en función de la temperatura, el grado de inhi
bicón de la reacción respecto de la velocidad inicial, para varios intervalos de
la curva de tiempo. FR] y w son las dos cepas “wild type“ estudiadas. Los números
que caracterizan cada simbolo indican los minutos entre los que está comprendido
el intervalo. Obsérvese la presencia de un “lag” que es independiente de la tem
peratura.
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Figura 3
Efecto de tratamientos de oscuridad sobre la primera y segunda fases de la foto
fosforíiación a temperatura baja (Ï,6ÏCÏ.
A- La reacción se desencadena con cromatóforos estando la luz prendida previamente.
B y C- Los cromatóforos se agregan a la mezcla de reacción a tiempo cero y en os
curidad. Luego de 8 y 16 min respectivamente se desencadena la reacción prendien
do la luz.
D y E- ComoA, pero la reacción se detiene a los 6 mín apagando la luz. Luego de
2 y 10 min respectivamente, se reinicia ¡a fotofosforiiación prendiendo nuevamen
te ia luz.
Flecha negrazse apaga la luz; flecha blanca: se prende ia luz. Las velocidades
se expresan en umol ATP.mgBchl'1.min'1.
La curva A se poligoniza para su análisis.
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Representaciones de Lineweaver-Burk de la reacción de fotofosforílacíón a 2,5°C
a Pi variable y ADP=4Ï}11 mMconstante.
La representación se hace para 2 zonas de la curva de tiempo. En el caso de la
velocidad inicial (primera fase) se estima una Vmax= 1,37 umol ATP.mgBchl'l.min‘l
y una Kmaparente = 0,h6 mM.La velocidad de la actividad inhibida (segunda fase)
fue calculada sobre la curva de tiempo entre el min h° y el min 6° y la concentra
ción real de Pi fue estimada mediante corrección en base al nivel de producto acu
mulado en el min h°. En este caso,la Vmax= 0,68 umol ATP.mg Bchl‘l.min‘l y la Km
aparente = 0,h1 mM.El eje “y” tiene unidades de umol ATP-l.mg Bchl.hr.
Se presenta la información proveniente de dos experimentos distintos. Los tiempos de
reaccion son 0-10-20-30-h0-60-90 seg -2-h-5-6-8 min.lndependientemente de la concen
tracion de Pí, e] grado de inhibición de la 2da. fase respecto de la ia. oscila entre
hs y 65%. Sin embargo, el tiempo de duración de la primera fase (y por lo tanto el
momentoen que ocurre el “quiebre“) aumenta al aumentar la concentración de Pi. Asi,
es #0 seg para la menor concentración (100 uM) y aumenta paulatinamente hasta 3 min
para h mMPi.
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(p0p) (a) (ADP) (b) El l'quiebre”
lHM velocidad mM velocidad Z Inhib. aparece

inicial primera en el min k° segunda b/a en el min
fase fase

0,176 2,05 0,132 0,55 73 2' 00“

0,211 2,00 0,173 0,65 68 1! 20”

0,2h7 1,65 0,207 0,55 67 l' 30”

0.350 1,55 0,309 0,75 52 1' 30”

0,530 1,50 0,09“ 0,55 63 1' 30”

1,050 1,30 1,012 0,68 #8 1' #0“

2,110 1,h5 1,960 0,68 53 0' SO“

3,880 1,55 3,8%6 0,58 63 1' 10“

Tabla i

Velocidades iniciales (primera fase) y de la segunda fase (calculada entre el
min h° y 6°) de la fotofosforilación a 2,5°C a concentración de ADPvariable y
Pi 2 mM cte.

En el caso de las velocidades de la actividad de la segunda fase, la concentración
real de ADPfue estimada mediante corrección por el nivel de producto acumulado
en el min ü. Se indica, también, en que momentoocurre el |lquiebre” para cada
caso. Por falta de información a concentraciones de ADPmenores que las estudia
das acá no se puede calcular la Kmaparente, sin embargo, nótese que se observa
inhibición p0r sustrato para la primera fase y que el “quiebre” aparece antes
cuanto mayor es la concentración de ADP(véase pág. 60 ). Los experimentos de
la Fig. hi apoyan la infonnación presentada acá y confirman que la inhibición
del curso de la reacción (“quiebre”) no se debe a una desaturación de ADP.
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F'gura 5
Efecto de distintos niveles de producto (ATP)sobre la velocidad de la primera
ngegunda fases de la fotofosforilacíón a temperatura baja (3°C).
A- Primera fase. Los tiempos de reacción son 10-20-30-h0 seg. Las muestras se to
man por duplicado. El curso de la reacción es en todos los casos rectilïneo. Ve
locidad control (0 uMATP) = 1,h9 umol ATP.mgBchl'l.min'l.
B- Segunda fase. Igual preparación experimental que en la Fig. 3. Se deja trans
CUrrir la reacción de fotofosforilación h min. En ese momentose agregan concen
traciones variables de ATPy se comienza el registro de la reacción. Las muestras,
a partir de los A min, se toman (por duplicado) a los tiempos = 0-15-30-60-90-120
seg. El curso de la reacción es en todos los casos rectilineo. Concentración de
ATP ya presente a los h min = 35 uM. Velocidad de la segunda fase a 0 uM ATP exó
geno (control): 0,69 umol ATP.mgBchl‘l.min'1.
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Figura 6
Análisis parcial de losgproductos de la reacción inducida porla luz a baja temEe
ratura (3°C) y detectados como 3ÏP orgánico. Regggrimiento de ADPexógeno.
A- Dependencia de la presencia de ADPexógeno. La reacción (+ ADP) es el control
llevado a cabo en condiciones standard. La reacción (- ADP) se lleva a cabo en
condiciones iguales a las del control salvo por la ausencia de ADPexógeno en la
mezcla de reacción.
B- Reacción de fotofosforilación a baja temperatura con un posterior tratamiento
de hexoquinasae hidrólisis ácida, ver |I.lO.
Las velocidades se expresan en umol ATP.mgBchl'l.min'l. Las reacciones A y B
fueron hechas en dias diferentes.
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F'gura 7
Fotofosforiiacíón a temperatura baja a dos intensidades de
dos concentraciones de
A- Intensidad lumïnica
B- Intensidad iuminíca
C- Intensidad iumfnica
Las “curvas de tiempo”
claridad.

cromatóforos diferentes.

= 180 uE.m‘2.seg'1; 10 ug Bchi mi'i
están ligeramente desplazadas hacia

Las velocidades se-expresan en umol ATP.mgBchl'1.m¡n'1.

M90uE.m'2.seg'Ï; 10 ug Bcn] ml'Ï.
490 uE.m'2¿seg'1; 20 ug Bchi mi'Ï.

luz diferentes y con

Temp.
Temp.

.-Temp.
arriba

S C.
por razones de
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Figura 8
Efecto de un cambio de temperatura sobre las diferentes fases de la actividad de
fotofosforílación a baja temperatura. Ver la leyenda en la pág.89.



-89

F gura 8 (Leyenda)
Efecto de un cambio de temperatura sobre las diferentes fases de la actividad de
Fotofosforilación a temperatura baja.
La concentración de cromatóforos es equivalente a 7,5 ug Bchl.ml'l. La reacción
se lleva a cabo en presencia de hexoquinasa y glucosa para evitar la hidrólisis
del producto durante los periodos de oscuridad a temperatura alta. Las velocida
des se epxresan en umol ATP.mgBchl'l.min'l.

A- Se desencadena la reacción con cromatóforos. La luz está previamente prendida
y los tubos de reacción termostatízados a 30°C.
A'- Los tubos de reacción están ternostatizados en oscuridad a 2,6°C. Los croma
tóforos se agregan a tiempo cero e inmediatamente ( ca. 2 seg) se lleva a 30°C
y luz.

B- Igual que A pero a 2,6°C.

C, D y E- Igual que B pero a los #5 seg, 75 seg y 4 min respectivamente se trans
fieren los tubos a 30°C (otro baño) en idénticas condiciones lumïnícas.

F- Igual que B pero a los h min se interrumpe la reacción apagando la luz y se
transfiere inmediatamente a 30°C y oscuridad. Luego de 3 min en esas condiciones
se reinicia la fotofosforilación a 30°Cprendiendo la luz.
G- Igual que B pero a los h min se interrumpe la reacción apagando la luz y se
transfiere inmediatamente a 30°C y oscuridad, se incuba asi 2 min y se vuelven a
cambiar los tubos a 2,6°C. Luego de 2 min en estas condiciones (termostatízación),
se reinicia la reacción prendiendo la luz.
H- Igual que E pero a los 6 min se interrumpe la reacción apagando la luz y se
transfieren los tubos a 2,6°C. Luegode 2 min de tennostatización se reinicia la
reacción a 2,6°C prendiendo la luz.
I- Se agregan los cromatóforos en oscuridad en tubos termostatízados a 2,6°C. Lue
go de incubar 3 min en oscuridad, los tubos se transfieren a 30°C en presencia
de luz, desencadenándose asï la reacción.
Las reacciones C, D, E e I muestran una aceleración inicial menos acentuada que
Ia reacción A. La reacción A' indica que esa aceleración es el reflejo del tiem
po de termostatízación necesario para llegar a 30°C.
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Figura 9
Fotodescomposición del PMS.Protección por un filtro rojo.
Se trataron alTÉÜotas de una solución de PMS50 uMen Tricina-NaOH 29 mMpH 8,0
a 2h°C con periodos variables de Iluminación. Se usó una lámpara reflectora de
100 w a lO cm de la muestra. El calor se filtró con 7 cm de agua. Salvo en el perio
do de iluminación la muestra se mantuvo en estricta oscuridad.
A- Espectro de absorción de diferentes alicuotas luego de la iluminación. Cada
curva se distingue por el tiempo de iluminación. La muestra sin iluminar tiene
el espectro caracteristico del PMSoxidado, ver el texto (|||.3).
El pico de 387 nm se corre hacia longitudes de onda menores cuanto mayor es el
tiempo de iluminación de la muestra. Se superpone el espectro de transimisión del
filtro rojo usado.en algunos experimentos; sus caracteristicas espectrales no va
rian luego de por lo menos 50 horas de uso en las condiciones stándard. El espec
tro de absorción de una muestra iluminada durante por lo menos h min con este fil
tro, es idéntica al de la mantenida en oscuridad.
B-Cumplimiento de la Ley de Lambert-Beer a 387 nm de la muestra sin iluminar.
C- Absorbancia de los picos en la zona 381/380 nm y 690 nm de las muestras con
distintos tiempos de iluminación.
D- Espectro de absorción de una suspensión de cromatóforos de R. rubrum equivalen
te a 6,6 ug Bchl.ml'1, tomado de (113 ).
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Figura lO
Fotofosforilación a 2,6°C catalizada pOr distintas concentraciones de PMS.
Intensidad lumïnica: 500 uE.m'2.seg‘1. El pH EE‘B,6. La concentración de los cro
matóforos es equivalente a lO ug Bchl.ml'i.
En el gráfico de velocidad vs. concentración,los simbolos llenos provienen de los
cursos de reacción mostrados acá y los vacios pertenecen a otro experimento simi
lar. (-——————--)Velocidad de la primera fase. (—--— —-) Velocidad de la se
gunda fase.
Por encima de 20 uMPMS, el cambio entre la primera y segunda fase ocurre en todos
los casos entre l min y 1,5 min. La reacción en ausencia de PMSse mantiene cons
tante por lo menos durante 19 min (8 determinaciones diferentes). Este experimen
to se llevó a cabo con membranas no congeladas almacenadas en hielo durante 2h
hs (simbolos vacios del gráfico interno) y 10 dias (simbolos llenos), en ambos
casos provenientes de células sin congelar.
Las curvas con 0 y 5 uM PMSestán levemente desplazadas hacia abajo por razones de
claridad.
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F'gura ll
Efecto de concentraciones crecientes de PMSsobre la fotofosforilación a 30°C y
EH = 8,0
La concentración de cromatóforos es equivalente a lO ug Bchl.ml'1 y la intensidad
luminica es 500 uE.m“2.seg'l. En el recuadro se muestra la velocidad inicial (pmol
ATP.mgBchl‘1.min'l) en función de la concentración de PMS. Para la condición 0 uH
PMSse muestra la fluctuación de la velocidad de diversos experimentos. En todos
estos últimos, la reacción se mostró rectilinea desde 10 seg hasta 5 min (inter
valo minimo y máximoestudiado respectivamente). Este experimento se llevó a ca
bo conjuntamente con el que está expresado por los simbolos llenos en el gráfico
interno de la Fig. lO.
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F'gura 12
Efecto del pH sobre la velocidad de fotofosforilación catalizada por PMS50 uM_(I)
La reacción se desarrolla a 3"C y a 30°C. El buffer es Tricina-NaOH para todo el
rango de pH. Las curvas identificadas por letras distintas provienen de experimen
tos con diferentes preparaciones cromatofóricas. Los simbolos llenos indican que
la curva de tiempo es recta durante todo su transcurso, mientras que los vacios
indican que la reacción presenta el fenómenode inhibición descripto en el Capi
tulo Ill. Los valores duplicados representan la incertidumbre máximaen la esti
mación de la velocidad de un mismo experimento.
Para las reacciones a 3°C los tiempos experimentales son: 10-20-30-h0-SO seg -2
3-5 mín, mientras que para las c0rrespondientes a 30°C son; b) 15-30-hS-60-90 seg
y para d): 15-30-h5-60-90 seg -2-2,S-3-h-6 mine
Las reacciones identificadas con b pertenecen al mismoexperimento que las mostra
das en la Fig. 3h. ‘
Ver también la Fig. 13.
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Figura 13
Efecto deing sobre ia velocidad de fotofosforilación catalizada por PMS50 uM,(Il)
La reacción se desarrolla a diferentes bajas temperatruras en ias que se manifies
ta e] fenómeno de inhibición. El buffer es Tricina-NaOH para todo el rango de pH.
En A y en B se grafica la dependencia dei pH de ia reacción antes y después de
la inhibición respectivamente; La primera y ¡a segunda fases son rectíiineas en
todo su transcurso.
En C se muestra el tiempo de duración de la primera fase de la reacción para di
ferentes bajas temperaturas.
Ei único simbolo lleno en A indica que la reacción no se inhibe en todo su trans
curso. Todas las reacciones son medidas en los siguientes tiempos experimentales:
10-20-30-h0-50 seg -1-1,S-2-h-6 min.
Ver también la Fig. 12.
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F'gura 1h
Efecto de distintas intensidades de luz sobre el curso de la reacción de fotofos
forilación a 2¡E°C.
En el extremo superior de cada curva de tiempo se indica la intensidad de luz
(uE.m'2.seg'l) a la cual se la realiza. En cada caso el intervalo representa la
anplitud máximade la intensidad lumïnica a lo largo de la gradilla de incubación.
Las curvas están desplazadas hacla arriba.por razones de claridad. El asterisco
indica la interpretación de la posición del punto de quiebre. Las velocidades se
expresan en umol.ATP.mgBchl‘1.min'l. La concentración de cromatóforos es equiva
lente a 7 ug Bchl.ml'l. ‘
En el recuadro interno se grafica la velocidad de la primera (linea punteada) y
segunda (linea entera) fases en función de la intensidad lumïnica (uE.m'2.seg'l).
La reacción que se desarrolla a 38-ü8 uE.m'2.seg- se mantíene reCtÍlTnea hasta el
min lh°y luego su velocidad decae suavemente, de manera tal que a los 30 min está
un 50% inhibida respecto de la del estado estacionario. Comoen ese momento la con
centración de ATPacumulada es 220 uM, se propone que la pérdida de velocidad se de
be a inhibición por producto, ver Fig. 5.Comparar con lo que sucede a altas intensi
dades de luz (Fig. 3).
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F'gura lS
Curvas de tieEPo de la fotofosforílación mediada por PMS50 uMa 2,5°C en presen
cia de distintas concentraciones del desacoglante FCCP.
La reacción se desencadena con el agregado de cromatóforos (almacenados congela
dos y provenientes de células congeladas) en concentración equivalente a lO ug
Bchl.ml'l. El asterisco indica la interpretación del momentoen que ocurre el “qui
bre“ de la reacción. Obsérvese cómopequeñas concentraciones del desacoplante pro
longan la primera fase de la reacción.'Estos resultados son mostrados de otra ma
nera en la Fig. 16 A.
Las velocidades se expresan en umol ATP.mgBchl'l.min‘l.
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Figura 16
Efecto del desacoplante FCCPsobre la velocidad inicial y el punto de “quiebre”
de la reacción de fotofosforilación mediada por PMS50 uMa 2,5"C (I).
A y B son dos comportamientos algo diferentes encontrados. Tanto en A como en B,
los simbolos llenos y vacios son experimentos realizados en dias diferentes. Los
circulos representan la velocidad de la primera fase de fotofosforilacíón. Los
cuadrados representan el tiempo de duración de la primera fase, o sea la posición,
en la escala del tiempo, del punto de “quiebre”. Los simbolos vacios del gráfico
A son la representación de los resultados de la Fig. lS. El resto de la informa
ción proviene de experimentos que fueron diseñados de igual manera que los mostra
dos en la Fíg. lS. Tanto en A como en B se usan cromatóforos congelados provenien
tes de células congeladas.
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Figura 17
Efecto de un desacoplante (FCCP)sobre la reacción de fotofosforilación mediada
Bor PMS 50 uM (II).
A - La reacción se estudia a 3°C y e] pH es 8,7.
B - La reacción se estudia a 30°C y el pH es 8,0.
C - Representación de las velocidades de los estados estacionarlos de las reaccio
nes mostradas en A y B en función de la concentración de FCCP. Se ïndícan las I
50% para las dos temperaturas (1 uM FCCP para 3°C y 0,68 uM FCCP para 30°C).
Se usa membranano congelada almacenada durante 2 dïas en hielo y preparada a par
tir de células no congeladas. La concentración de cromatóforos es equivalente a
10 ug Bch¡'¡.ml'1.
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Eigura 18
Fotofosforílación en ausencia de PMSde una preparación “cruda” de cromatóforos,
a 3°C y a 30°C. Efecto de una preíluminación en ausencia de ADPy PMS. Ver Ia le
yenda en la pág. 100.



Figura 18 (Leyenda)

Fotofosforilación en ausencia de PMSde una preparación “cruda” de cromatóforos,
a 3°C y a 30°C. Efecto de una preiluminación en ausencia de ADPy PMS.
El producto de la reacción (ATP) se valora luego de un tratamiento con hexoquína
sa y glucosa seguido por una hidrólisis ácida tal comose describe en“Mater¡ales
y Métodos“ (Il.10).
Preparación de las membranas: Se procedió comoestá descripto en “Materiales y Mé
todos” hasta completar el paso de centrífugación a 17.000 g. Se tomaron cuidado
samente los 2/3 superiores del sobrenadante y se'los volvió a centrifugar de idén
tica manera, para recuperar nuevamente los 2/3 superiores. Esta última fracción
resultó con una concentración de cromatóforos equivalente a 0,h mg Bchl.ml'l.
La mitad del volumenoriginal fue dializada contra el misnn”buffer de sonicación”
durante 12 hs a h°C con agitación magnética y en una relación de volúmenes del
3%. La alícuota restante se guardó en condiciones idénticas pero sin dializar.
En todas las reacciones la concentración de cromatóforos fue equivalente a 12 ug
Bchl.ml'l. Las velocidades se expresan en umol ATP.mgBchl'l.min'1
A- Fotofostrilación a 30°C llevada a cabo por la membrana“cruda sin dializar“.
La reacción se desencadena con el agregado de cromatóforos en una mezcla de foto
fosforilacíón sin PMS.
B- Fotofosforilación sin PMSllevada a cabo por la membrana“cruda sin dializar“
luego de 5 min de preiluminación a 30°C en ausencia de'ADP y PMS. La preiluminación
se desencadena con el agregado de cromatóforos a una mezcla de fotofosforilación
sin ADP y sin PMS. En el mín 5° (sin apagar la luz) se agrega 2 mMADP y se comien
za el registro de la reacción que transcurre también a 30°C.
C- ComoB, pero la preincubacíón se hace en oscuridad. En el min 5° se agrega 2
mMADPy simultáneamente se prende la luz, iniciándose también el registro de la
reacción.
D- Como A, pero a 3°C.
A', B' y D' igual que A, B y D respectivamente, pero usando la membrana dializada.
Para B y B' en el “tiempo cero“ se indica el ATPacumulado durante el pretratamíento.
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F'gura 19
capacidad de fotofosforilacíón a 2,6°C y 30°C mediada por PMS50 pM (condiciones
stándard) de membranasrecuperadas por ultracentrifugacíón luego de haber sufri
do, comopreparación “cruda díalizada”, pretratamientos de fotofosforilacíón a
gala temperatura (3°C) sin PMSo de preilumínaci5ñ a 30°C en ausencia de ADPexó
geno y de PMS. Ver la leyenda en la pág. 102,
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Figura 19 (Leyenda)

Capacidad de fotofosforilación a 2,6°C y 30°C mediada por PMS50 uM (condiciones
stándard) de membranasrecuperadas por ultracentrifugación luego de haber sufrido,
comopreparación “cruda dializada”, pretratamientos de fotofosforilacíón a baja
temperatura (3°C) sin PMSorde preiluminación a 30°C en ausencia de ADPexógeno
y de PMS.
La preparación “cruda dializada“ es la mismaque la descripta en la Fig. 18. Se
la almacenó 48 hs en hielo y oscuridad. Se indica en cada gráfico la temperatura
de reacción luego del pretratamiento.
Mo: La membrana llcruda dializada” se preincubó en oscuridad durante 30 min a 3°C
en mezcla de reacción de fotofosforílación sin ADPy sin PMS.
H3°C30': Se permitió que la membrana“cruda dializada“ fotofosforflase a 3°C duran
te 30 min en condiciones stándard, salvo por la ausencia de PMS.
MPreil 5': La membrana “cruda dializada“ se preiluminó a 30°C durante 5 mín en
mezcla de reacción de fotofosforilación carente tanto de ADPcomo de PMS.
MPreil 5'; Osc 2' + PMS: Igual que MPreil 5' pero, inmediatamente luego de ¡n
terrumpír la luz, se agregó PMS200 uMy se prosiguió la incubación en oscuridad
y a la misma temperatura durante 2 min más.
En todos los casos se usaron volúmenes de reacción de 3 ml en los tubos de hemóli
sis stándard. La concentración de cromatóforos fue equivalente a 12 ug Bchl.ml'¡.
Luegode cualquiera de los cuatro pretratamientos se transfirieron los tubos al
hielo y oscuridad. El volumen total de cada pretratamiento fue de Sl ml. Para re
cuperar los cromatóforos, las nezclas de reacción se ultracentrifugaron (250.000 g
x 60 min, Rotor 60 Ti) a través de un “colchón” de sacarosa 20% (p/v) en “buffer
de sonicación”. Se descartó el sobrenadante cuidadosamente y se resuspendió el
pellet en el “buffer de sonicación”. Las diferentes membranaspretratadas y recu
peradas se almacenaron temporariamente en hielo y el desarrollo de todo el experi
mento se hizo en el mismo dia. Las velocidades se expresan en umol ATP. mg Bchl'l.
mln
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F'gura 20
Efecto del pH (7,h-8,9) sobre la fotofosforílacíón mediada por el sistema TMPD
100 uM, Ascorbato 20 mMen aerobiosis.

Se usa buffer Tricina para todo el rango de pH.
A- Curso de la reacción a 3°C a tres pHs diferentes. Las curvas están desplazadas
hacia arriba por razones de claridad.
B- Velocidad de la primera y segunda fase de la fotofOsforilación a 3°C. En todos
los casos el “quiebre” de la reacción ocurre entre 60 y 90 seg y la velocidad de
la segunda fase se mantiene constante hasta por lo menos el min 8.
C- Velocidad de la fotofosforilación a 30°C. Tiempos de reacción 15-30-h5-60-75
seg. Curso de la reacción: rectilineo en todos los casos.
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Figura 21
Capacidad de fotofósforílacíón a 3°C, mediada por PMS50 uMen condiciones stán
dard, de membranasrecuperadas por ultracentrïfugacíón luegg de haber sufrido
Bretratamíentos de fotofosforílación a tgggeraturas bajas y altas, y de preilumí
nación en resencía de PMS 0 Men ausencia de ADP. Ver la leyenda en la pág.105.
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F'gura 21 (Leyenda)

Capacidad de fotofosforilación a 3°C, mediada por PMS50 uMen condiciones stán
dard, de membranasrecuperadas por ultracentrifugación luego de haber sufrido
pretratamientos de fotofosforilación a temperaturas baias y altas2 y de preilu
mínación en presencia de PMS50 En en ausencia de ADP.

En todos los casos, la concentración de cromatóforos pretratados usados en las
mediciones es equivalente a 7 ug Bchl.ml'1.
Pretratamíentos
Para dar origen a los diferentes tipos de membranaspretratadas, se usan croma
tóforos preparados tal como se deseribe en Materiales y Métodos (Moo). En todos

loslpretratamientos la concentración de cromatóforos es equivalente a 10 ug Bchl.ml' .
Mo: Las membranasson preincubadas en mezcla de fotofosforilación stándard en
oscuridad y en hielo durante 30 min (control).
M30°C2': Las membranassufren un pretratamiento de fotofosforilación en condicio
nes stándard a 30°C durante 2'.
M3°C20“, M3°C 10', M3°C20' y M3°C 30': Las membranas sufren un pretratamiento
de fotofosforilación en condiciones stándard a 3°C durante 20 seg, lO min, 20 min
y 30 min respectivamente.
MPreíl 3': Las membranas son preilumínadas a 30°C durante 3 min en mezcla de fo
tofosforilación standard salvo por la ausencia de ADP.
En todos los casos los pretratamientos se interrumpen llevando los tubos al hie
lo y oscuridad.
Los pretratamientos con iluminación se llevan a cabo en tubos de hemólisis con
teniendo cada uno 3 ml de mezcla de reacción mientras que el pretratamiento en
oscuridad (Mo) se hace en un recipiente ünico. Para cada caso se pretratan croma
tóforos en cantidad equivalente a 1,5 mg Bchl.
Recuperación de las membranaspretratadas
Luego de la interrupción del pretratamiento se mantienen los tubos en oscuridad
y en hielo durante aproximadamente l h0ra. Seguidamente las mezclas de reacción
con los cromatófOros se ultracentrifugan a 60.000 RPMen un rotor 60 Ti durante
60 mín a través de un colchón de sacarosa 20% (p/v) en buffer de sonicación. El
pellet se resuspende en el mismo buffer en una concentración de 0,6 mg Bchl.ml‘1.
Los cromatóforos asi recuperados son almacenados a -70°C durante 12 hs antes del
estudio de las reacciones.
En el recuadro interno se muestra el %de inhibición de las velocidades inicia
les de las reacciones de fotofosforilación a 3°C que presentan las membranas re
cuperadas luego del pretratamiento por fotofosforilación a 3°C, respecto de la
correspondiente a Ho. La linea punteada propone el comportamiento en una zona
en que faltan datos, con el uso de la información provista por la Fig. 8 sobre
el grado de inhibición respecto de la velocidad inicial que presenta para cada
tiempo el curso de la reacción a 2,6°C. Dicha información está representada por
triángulos vacios. Además se indica el resultado de una membrana M3°C30“ no mos
trado en las curvas de tiempo.
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F gura 22
Capacidad de fotofosforilación a 30°C, mediada por PMS50 uMen condiciones stán
dard, de membranasrecuperadas por ultracentrifugación luego de haber sufrido
pretratamientos de fotofostrilación a temperaturas baias y altasgy de preilumi
nación en presencia de PMS50 uM y en ausencia de ADPa 30°C.

Los diferentes tipos de membranasensayadas a 30°C en este experimento son alicuo
tas de las que se estudiaron a 3°C en la Fig. 21. Este experimento fue realizado
en conjunto con el de la Fig. 21.
En el recuadro interno se muestra el z de inhibición de las velocidades inicia
les de las reacciones de fotofosforílación a 30°C que presentan las membranas
recuperadas luego del pretratamiento por fotofosforilación a 3°C, respecto de
la correspondiente a Mo. La linea punteada propone el comportamiento en una zona
en que faltan datos, con el uso de la infOrmación provista pOr la Fig. 8 sobre
el grado de inhibición de la reacción medida a 30°C luego de haber elevado brus
camente la temperatura de la reacción que transcurría desde su desencadenamiento
a 2,6°C. Dicha información está representada por triángulos vacios. El circulo
vacio a los 10 min es el resultado de otro experimento similar.
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Figura 23
Efecto l'acumulativo” de los eventos que conducen a la inhibición durante la fase
primera (no inhibida) de la fotofosforilación a baja temperatura (3°C).
La reacción de fotofosforilación a 3°C en condiciones stándard, se desarrolla du
rante dos periodos de luz de duración variable, interrumpidos pOr 2 min de oscu
ridad a la misma temperatura. El primer periodo se extiende desde el desencadena
miento de la reacción por el agregado de cromatóforos, hasta la interrupción de
la luz. Dicho intervalo varia desde lO seg hasta 2 min. La incubación prosigue
en oscuridad (sin hacerse mediciones) a la misma temperatura durante 2 min para
inmediatamente reiniciar la reacción prendiendo la luz y luego de lO seg, recomen
zar también el registro de la reacción por 2 a h min adicionales. La Curva control
consta de un ünico periodo de iluminación. Las restantes curvas de tiempo muestran
sólo el registro del segundo periodo y están identificadas por el tiempo (en se
gundos) de fotofosforilación en el primer periodo.
Los valores se grafican en la escala de tiempo, conforme al tiempo neto de foto
fosforilación (el primero más el segundo periodo), obviando el lapso de oscuri
dad. Las curvas están desplazadas hacia arriba por razones de claridad. Las velo
cidades se expresan en umol ATP.mgBchl'l.min'l.
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Caracteristicas cinéticas aparentes de la reacción de fotofosforilación a 30°C
respecto de Pi (a ADP= 2 mMcte.) de las membranas cromatofórícas pretratadas
de diferentes maneras.

Las reacciones se ensayaron en mezcla de reacción stándard a las que se les va
rió sólo la concentración de Pi. La concentración de cromatóforos es equivalente
a lO ug Bchl.ml'1.
La nomenclatura de las membranas, los pretratamientos, la recuperación de las
membranas pretratadas y su almacenamiento son los mismos que los indicados en
la Fig. 21.
Ver en la Tabla 2
perimentos presentados acá.

una descripción más amplia de las caracteristicas de los ex
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0
Q Membrana Vmax Inh. Km ap. nH Temp. Fig. Cepa OBSERVACIONES
u Z (UM) n.m. oc

1 Moo n d - n d n d " ’

C0n_ Tiempos 10-20-30-üO-SOseg.ReaE
2 Mo 9 6 tro] 518 1 00 2h ción rectilïnea en todo su cu:' ' so.

Tiempos 10-20-30-h0-505eg.Reas
o . ción rectiiinea en todo su cu:

3 M30 C 3 8,3 ik 555 1,00 2h so.

Tiempos 15-30-h5-60-905eg.Rea2
h M3°C30' h,h SH '500 1,03 2h ción rectiiinea en todo su

curso.

Tiempos 10-20-30-h0-505eg.
5 Mpreíl A, “.8 50 606 ¡’00 30 2h ReaCCIon rectliinea en todo sucurso.

W

Moo Tiempos 15-30-45-60-905eg.Sin
6 endógeno 2,38 - 500 1,00 26 “lag”. Reacción rectiiinea en

(sin PMS) todo su curso.
Moo +

7 FCCP n.d. -— n.d. n.d. 
0,6 uM

Tiempos 10-20-30-b0-SOseg.Apa
Mo+ rece un “lag” de 20 seg en to

8 FCCP 3,51 63 525 1,00 26 da concentración de Pi, luego3 uH la reacción es rectilïnea.

Tiempos 0-10-20-30-ü05eg. Sin
“lag”. Reacción rectiiïnea en

9 Moo 1.37 - #60 1,00 2,5 h todo su curso. Integración de
2 experimentos.

Tabla 2
Resumende ias características cinéticas aparentes respecto de Pi a ADP2 mMcte. para
membranaspretratadas de diversas maneras y medidas en distintas condiciones.
Salvo que se indique otra cosa ias reacciones se llevan a cabo catalizadas por PMS50 uM.
(n.m.) no se muestra. (n.d.) no se determinó.
Salvo donde se indica, por falta de información no se pudo estableCer 1a existencia de
un “lag” o fase inicial de menor velocidad. Sin embargo, deberia existir teniendo en
cuenta los resultados del estudio de saturación para ADP(Tabla 3).
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Caracteristicas cunetlcas a arentes de la reaCCIonde fotofosfornlacnon a 30°C respecto
de AQE_(9“P1"Ï_;mHcte.l de lag_membranas cromatofóricas pretratadas de diferentes ma
gpras.
Las reacciones se ensayaron en mezcla de reacción stándard a las que se les varió sólo la
concentración de ADP.La concentración de cromatóforos es equivalente a 10 ug Bchl.ml'l.
La nomenclatura de las membranas, los pretratamientos, la recuperación de las membranas
pretratadas y su almacenamiento son los mismos que los indicados en la Fíg. 21.
Ver en la Tabla 3 una descripción más amplia de las caracteristicas de los experimentos
presentados aca.
En el caso de Mooy M3°C30' se presentan en conjunto los resultados de dos experimentos
similares, mientras que en el de MPreil ü' son tres los experimentos que se presentan in
tegrados. Comolas reacciones que muestran Moy M30°C3' son bifásicas (ver el texto) se
presentan las caracteristicas de saturación de ambasfases identificándose cada una de
ellas por el intervalo de tiempo en segundos en que se manifiestaio estudian. En ausen
cia de ADPexógeno la actividad es nula. I 2 mMes el porcentaje de inhibición por sus
trato a ADP 2 mMrespecto de la Vmax.



r_ K 50.5 '
a Membrana Vmax Inh. am, ap. nH gang 3 OBSERVACIONESxo 0° 0
u z Z (UR) (uM) F--« u

Tiempos 0-5-10-15-20-305e . Sin“iag?
1 8'77 T“ 32 32 1’05 25 w Integración de dos experifientos.

Moo . .
1 00 Tiempos 10-15-20-25-305eg. Sin “lag”.

2 23,3 — 3o “jm. ¿+1 FRI PMs zoo un.

3 52 12 11 1,00 25 Tiempos 0-5-105eg.Sin “lag”. Reacción
u Moon_¡0u 5:35 —- 1o 10 1,00 n.m. rectiiinea en todo su curso.
5 5,10 9 9 1.00 "-m

I l - Tiem os 10-15-20-25-305e .Ex erimento
5 M010"30 7.19 i221 19 18 1,00 25 reai?zado en conjunto coa e pno. 3.

O .

7 gñgïgu3' u,39 __ 15 15 1,15 25 Tiempos 0-10 seg.

Tiempos 10-15;20-255eg.ReaÉci6n_rectI ¡nea en to o su curso. xperimento
8 H30°C 3' 8’20 o 15 15 1’15 30 25 w en conjunto con el no.

10II_25I|
9 10’31 o 1’00 n.m. Tiempos 15'30Ïl’5'60'90569.

—-—-1
Tiempos 0-5-10-15-205eg.Integración
de 2 experimentos. Aparece un “iag”

1o M3°c 30' 3,57 50 __ 14 2,67 25 de S-105eg en toda concentración'de
ADP, luego ia reaccnon es rectiilnea.

v—-i
Tiempos 0:5-10-15-20-30-05-60-905eg.
Integracion de 3 experimentos.Apare- I ce un a de -10 se en toda con

11 MPreIi 5 3,85 A6 17 17 1,18 25 centradas; de Agp. 9

kh 1,00 Tiem os 10-15-20-25-30-theg. Sin
12 Zñzógena 2'27 —_ A“ n_m, n.m. 26 “1398- Reacción rectíiinea en todo

. 18 1,00 A] FR] su curso.
13 (sm PMS) 3,50 — 18 n.m ML

M Tiempos 0-10-20-30-h0-505eg.Aparece
0° + 5 13 __ ¡8 ¡8 26 un “lag” de lOseg en toda concentra

1“ FCCP ’ n m 1100 ción de ADP, luego 1a reacción es0,6 “M ' "'m' rectiiïnea.

w Tiempos 10-20-30-00-505eg.Aparece un
15 5,01 25 69 69 1,00 26 “lag” de 205eg en toda concentración

M0+ n.m n m de ADP,]uego ia reacción esrectlilneaL- FCCP ° ' —
3 UM Tiempos 0-20-30-005eg.Aparece un”1ag“

¡6 2'86 60 29 29 1 oo n_m_ de 205eg en toda concentración de ADP
' luego la reacción es rectilïnea.

1 Tiempos 10-15-20-25-305e .Sin”la ”
17 11,2 — 15 ¿"L 1,00 17 ln pus 200 11M. g g '

“0° n.m. T' 10 1 20 7 S' "1 "L
18 q 7 __ ¡q 1h 1’00 5 hi rÉÉÉETÉnes SectiTTnggsgg'to o 28' a

’ n.m. n.m. FR] curso.PMS 20 uH.
T' n 1 - 0-4 -60- 0 .S"'it'H

¡9 Moo 1.56 -— 11 ¿1m ¿'20 17 h] Régïg?gn éeátÍITnea gnsïgdolgu garso.

endógena 10 1.00 T' 05153060 0120 S' “1 "- , ¡em _, - - 7 ‘- se . In a .
20 (S'n PMS) 0,02 - 10 n.m. n m 5 hi Reacglon rectl ¡nea engtodo su %ur. . o n
Tabia 3

Resumende las características cinéticas aparentes respecto de ADPa Pi 2 mMcte. para membra
nas pretratadas de diversas maneras y medidas en distintas condiciones.
Salvo que se indique otra cosa, las reacciones se llevan a cabo catalizadas por PMS50 uM. En
los experimentos 1,2,6,9,11 y 17, a concentraciones de ADPmenores de 30-50 uN, 1a reacción se
mantiene rectíiinea sólo durante los primeros 2-3 tiempos experimentales. (n.m.) no se muestra.
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Fi ura 26
Caracteristicas cinéticas aparentes respecto de Pi y ADPde la reacción de foto
fosforilación a 39°C cuando transcurre con baja velocidad al desarrollarse en
ausencia de mediadores redox exógenos o cuando es catalizada por PHSpero estan
do parcialmente desacoplada por FCCP.

En todos los casos la concentración de cromatóforos es equivalente a lO ug Bchl.ml'l.
La nomenclatura de las membranas es la misma que la indicada en la Fi . 21.
La reacción se ensaya en mezcla de reacción stándard con PMS50 uM salvo que se
indique lo contrario. Se varió la concentración de ADPo de Pi, manteniendo el
otro sustrato con una concentración de 2 mM.
En los dos casos en que se usa un desacoplante, se tituló previamente para lograr
aproximadamente un 50%de inhibición.
Ver otra determinación de la Kmaparente para ADPde una membrana Moo sin PMS
en la Fig. bl. En las Tablas 2 z 3 se dá una descripción más amplia de las carac
teristicas de los experimentos presentados acá.
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F'gura 27
Inducción de la reacción de ATPasa de cromatóforos por un desacoplante (FCCP) a
varias concentraciones de ATP7Ñgy para tres tipos de membranas
La temperatura es 30°C y la reacción se desarrolla en oscuridad. Cada curva está
identificada por la concentración de ATPy de Mg, que son a su vez isomolares.La
concentración de cromatóforos es equivalente a 10 ug Bchl.ml‘1 en los tres experi
mentos. Los tiempos de reacción son 30-h5-60-90-120 seg y en todos los casos, con
concentraciones mayores o iguales a 300 uMATP/Mg,todo el curso de la reacción
es rectilineo (no se muestra). Para las concentraciones menores se deben estimar
las velocidades iniciales.
Moo- Los cromatóforos se preparan tal como se describe en “Materiales y Métodos”.
Esta misma preparación de cromatóforos se usa para dar origen a las membranas Mo
y M3°C 30'.
Mo- Las membranas fueron preincubadas en mezcla de fotofosforilacíón stándard en
oscuridad y en hielo durante 30 min y luego fueron recuperadas por ultracentrifu
gación a través de un “colchón” de sacarosa tal como se describe en la Fig. 21
Las membranas recuperadas se almacenaron en oscuridad y en hielo durante 12 hs
antes de las mediciones de la actividad.
M3°C30'- Las membranas fueron preincubadas en condiciones de fotofosforílación
a 3°C durante 30 min. Luego fueron recuperadas y almacenadas como en el caso de Mo.
Ver la representación de Lineweaver-Burk de estos resultados en la Fig. 28.
Obsérvese que i) Las membranas que sufren un pretratamiento (ya sea en luz o en
oscuridad) seguido por una ultracentrifugacíón, muestran una concentración de
FCCPóptima menor. ii) En cualquiera de los tres casos, a concentraciones menores
de ATP/Mg, en general, también son menores las concentraciones de FCCPóptimas
para la inducción de la actividad. iii) Parece detectarse un leve corrimiento ha
cia concentraciones de FCCPmenores para estimular la máxima actividad en M3°C
30' respecto de Mo.
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Figura 28 
Comportamientocinético aparente respecto de ATP/Mqde la reacción de hidrólisis
de ATPa 30°C, constitutiva e inducida por concentraciones óptimas de desacoplan
te (FCCP), de membranas control (Moo y Ho) y de una membrana pretratada pOr foto
fosforilación a baja temperaturagjfi3°cg30').
La información presentada acá proviene del mismoexperimento del cual se muestra
parte en la Fig. 27.
Los valores máximosde la actividad inducida por desacoplante para las concentra
ciones de ATP/Mgestudiadas en la Fig. 27 son los usados para la representación
de “inversas”. Para las demás concentraciones de ATP/Mglas concentraciones de
FCCPusadas son elegidas en función de las concentraciones óptimas determinadas
para las otras mencionadas condiciones de ATP/Mg.Asi para las concentraciones
de ATP/Mg 0,118 mM; 0,l66 mM; 0,333 mMy 1,000 mH se usan respectivamente las
concentraciones de FCCP: 0,7 uM; 0,7 uM; 0,8 uM y 1,0 uM para Mo y 0,h uM; 0,h
UM; 0,5 uM y 1,1 uM para M3°C 30'. _1
Las inversas de las velocidades se expresan en (umol Pi) .mg Bchl.min.(n.m.):
no se muestra. Sobre la base de tres experimentos similares a estos, se puede concluir
que el compOrtamiento de la reacción de Moo y Mo, inducida o no por FCCP, es hiper
bólico. En cambio, el de M3°C30' tiene para ambos tipos de reacción un nH=l,2 
1,7. Todas las demás caracteristicas se reprodujeron siempre con esencialmente los
mismos valores mostrados en esta Figura, con la salvedad de que en Moo la Kmde la
reacción inducida puede ser diferente (doble o triple)que la de la constitutiva.
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Figura 29

Hidrólisís de ATPconstitutiva y su inducción por un desacgplante (FCCP)en mem
branas pretratadas por preilumínacíón a 30°Cen ausencíaggg sustratos de fotofos
forilación y en presencia de 50 uMPMS.Ver la leyenda en la pág.116,
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Figura 29 (Leyenda)
Hidrólísis de ATPconstitutiva y su inducción por un desacoplante (FCCP) en memr
branas pretratadas por preiluminación a 30°Cen ausencia de sustratos de fotofos
forilación yren presencia de 50 uMPMS.

La intensidad de la luz durante la Preiluminación es 600 uE.m-2.seg'¡.
A- Los cromatóforos se preiluminan durante A min en una mezcla de reacción de ATPasa
carente de ATP y suplementada con PMS50 uM. Se usa la membrana descripta en 'Na
teriales y Métodos“ (M00)y en concentraciones equivalentes a 13 ug Bchl.ml’1.
Inmediatamente luego de apagar la luz, se completa la mezcla de reacción con 2
mMATP y con las concentraciones de FCCPindicadas en el gráfico. La reacción de
hidrólisis se desarrolla en oscuridad y se la registra tomandomuestras (duplica
das) a los 1-2-3-4-5 min. El control se trata exactamente de la misma manera pe
ro la preincubación se hace en oscuridad.
Una reacción de fotofosforilación, desarrollada en un ensayo paralelo inmediata
mente luego del pretratamiento y desencadenada por el agregado de ADPy 32Pi en
concentraciones stándard, muestra que la membranapreiluminada está inhibída en
un 65%respecto de la preincubada en oscuridad (no se muestra).

B- La capacidad de hidrólisis de ATPse estudia en membranas que fueron pretradas
y luego recuperadas por ultracentrifugación a través de un “colchón” de sacarosa.
La mezcla de preincubación es la misma que en A.
La concentración de cromatóforos en el pretratamiento y en la posterior reacción
de ATPasa es equivalente a 12 ug Bchl.ml'l.
La reacción de hidrólisis se ensaya en oscuridad en una mezcla de ATPasa stándard
y con las concentraciones de FCCPindicadas en el gráfico. Los tiempos de reacción
son l-2-3-h min y las muestras se toman por duplicado. En todos los casos, todo
el curso de reacción es rectilïneo.
Mo- Las membranas fueron preincubadas 30 min en hielo y en oscuridad.
MPreil- Las membranas fueron preiluminadas h min a 30°C e inmediatamente, se trans
firieron los tubos al hielo en oscuridad. Luegode finalizado el procesamiento
de todas las alicuotas preiluminadas (ca. i h), se ultracentrifugaron los croma
tóf0ros en un r0tor Beckman R 30 a 30.000 RPMdurante 90 min.
Todo el procedimiento de recuperación de los cromatóforos pretratados se hace en
estricta oscuridad. Las membranas, asi recuperadas, son almacenadas durante 12
hs en oscuridad y en hielo antes del estudio de las reacciones.



IV. Estudio de losggráficos de Arrhenius de las actividades de ATPasay de fotofos
forilación en cromatóforos *

lV.l Introducción

La información bibliográfica indica que en Rhodospirillum rubrum y Rhodopseudomo

nas sphaeroides existe una discontinuidad en la pendiente del gráfico de Arrhenius
de la actividad H+-ATPasaconstitutiva de los cromatóforos. Este “quiebre” fue expli
cado comoun reflejo de la posible existencia de una transición de fase termotrópica
de “lipidos anulares“ que rodearian al factor de acoplamiento (161,162).

Las discontinuidades de la pendiente en los gráficos de Arrhenius de las activi
dades enzimáticas de membrana indican, algunas veces, cambios en el estado ordenado
o desordenado de los lipidos de membranacon acción sobre la actividad de la enzima

( 163 ). Pero también algunos otros fenómenos no relacionados con las transiciones
de fase de los lipidos ( 83,89,l6h,165 ), comoasi también artificios ( 83,85)
pueden causar dichas discontinuidades. En efecto, se debe asegurar un estricto control
de las condiciones de reacción para que, a cada temperatura, se logre un mismogra

do de optimización de la actividad.
El hecho de que una disminución de la temperatura produce un cambio drástico en

la reacción inicial de la ATPasa de membrana (Capitulo V) y el panorama abierto por

los resultados presentados en el Capitulo Ill, que sugieren cambios conformacionales
en el sistema “factor de acoplamiento-membrana”, impulsaron a reinvestigar la depen
dencia de la temperatura de algunas reacciones del Sistema transductor de energia de
esta bacteria, contemplando la posibilidad de que las propiedades de fase de los lï
pidos pudieran tener influencia sobre dichas reacciones, tal comofue sugerido por
otros autores (161,162).

Para estudiar correctamente la dependencia de la temperatura y construir asi los
gráficos de Arrhenius para el cálculode las energias de activación, se establecieron
previamente para cada reacción y a dos temperaturas extremas, las c0ndiciones óptimas
de pH y de concentración de algunos factores importantes que en ellas participan.

Nishimura (166), en un estudio preliminar, determinó en R. rubrum la dependencia
de la temperatura de la fotofosforilación endógena y de la mediada por PMSy conclu

yó que”... la baja velocidad de reacción a baja temperatura con iluminación continua
es el resultado de la baja velocidad de un “proceso de oscuridad“, probablemente el
transporte de electrones”.

Parte de estas investigaciones fueron realizadas en colaboración con la Lic. B.H.
TíraboschL
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lV.2 Estudio del gráfico de Arrheníus de la actividad ATPásica constitutiva e indu
cida por el desacoplante FCCPen cromatóforos.

Respecto de los factores que es necesario optimizar para el estudio del gráfico
de Arrheníus de la actividad de ATPasase hicieron los siguientes experimentos.

En la Fig. 30 se muestra el efecto del pH y se observa que, de los rangos de pH
estudiados, el de 7,3 a 7,8 permite máximaactividad en cualquiera de las condicio
nes probadas.

Por otra parte, la Fig. 31 muestra que la concentración óptima de FCCPpara es
timular la ATPasa es levemente may0r a alta temperatura que a baja. También, y para
todas las temperaturas, se observa un incipiente decaimiento de la inducción a concen
traciones altas, ver discusión en pág.18 . Comocausa de la dependencia de la concen
tración de FCCPóptima respecto de la temperatura, se podria postular que, dada la
mayor actividad de la ATPasa a alta temperatura, es mayor la concentración de desa
coplante necesaria para lograr un nivel de energia (óptimo) que permita máximaacti
vidad, ver Introducción. Al mismotiempo o alternativamente, se pueden considerar
fenómenosestructurales inducidos por la temperatura (como, por ejenplo, permeabili
dad a los protones o difusibilidad del FCCPdentro de la membrana) que provoquen la

diferencia en la concentración óptima de desacoplante.

La Fig. 32 muestra el gráfico de Arrheníus del sistema ATPasa de membrana en con
diciones aeróbicas y en oscuridad. Se observa que no hay discontinuidades en la pen

diente del gráfico de Arrheníus de la actividad constitutiva (recta a). Tampocolas
hay cuando la reacción se induce con concentraciones óptimas del desacoplante FCCP.

En este sentido, y con la inf0rmación de la Fig. 31, se eligieron dos rangos de tem
peratura en los que se usaron dos concentraciones diferentes de FCCP,tal c0mo se

indica en la Fig. 32 b.
Circunstancialmente, los estudios se hicienon a pH 8,0 en todas las temperaturas

y condiciones, a pesar de que el limite superior de pHs óptimos para todas las con
diciones, es en general algo men0r. En estos experimentos no se han estudiado los efec

tos del buffer, ni los del catión, ni tampoco la saturación por ATP. Aunque respecto
a esto último, considerando la Tabla h y el hecho de que la “curva de tiempo“ de la
reacción es rectilinea a todas las temperaturas estudiadas hasta por lo menos trans
formarse un #02 del sustrato original (2 mM), se puede concluir que el grado de sa
turación de la enzima debió haber sido similar y alto a todas las temperaturasï De
cualquier manera, los resultados encontrados sugieren que no se han cometido errores
importantes en la optimización relativa de la reacción a cada temperatura en virtud
del comportamiento lineal del gráfico de Arrheníus. Sin embargo, aún se puede contem
plar la posibilidad de que ocurra alguno de los comp0rtamientos rectos artificiales
(El Obsérvese la semejanza de los valores de Kmpresentados en la Tabla h respecto de

los obtenidos en esta Tesis a 30°C (Fíg. 28).
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discutidos en I. . ,

Estos resultados están en contradicción con los de Kaiser y Oelze (161,162)
en los cuales se muestra una discontinuidad en la pendiente del gráfico de Arrhenius
de la actividad de ATPasa de membranano inducida por desacoplante a temperaturas

cercanas a los 20°C, siendo la rama de las temperturas bajas la que tiene una Ea apa

rente mayor. Los resultados de estos autores se indican en la Tabla h . La expli

cación de esta discrepancia yace, según nuestros experimentos, en el comportamiento
cinético complejo que tiene la ATPasa (en especial a bajas temperaturas) y que con
siste en que la reacción entra en estado estacionario sólo luego de tiempos variables.

A temperaturas mayores, este comportamiento es menos evidente, ver Capitulo V y fila;
ii. En efecto, Kaiser y Oelze han medido la reacción a un tiempo fijo que fue dife
rente según la temperatura (mayor cuanto más baja). Para ello preseleccionaron aque
llos tiempos que proveñn velocidades llconstantes” en gráficos de velocidad aparente
en función del tiempo ( 161 ). Dichos autOres, al realizar esa preselección, reco
nocieron que la velocidad de la reacción, especialmente a bajas temperaturas, aumen
taba con el tiempo, tal como lo indican en ( 162 ). Sin embargo, al considerar que

la velocidad aparente podia llegar a tomar valores constantes cometieron un error
teórico pues el gráfico de velocidad aparente vs. tiempo, sólo puede dar en un caso
de fase pre-estado estacionario de duración considerable, un val0r de velocidad real
asintótico. La virtual estabilización de la velocidad aparente en un valor constan
te podria ser originada por valores de la reacción que entran dentro del error del

método (enzimológíco-espectrofotométrico), tal como se puede ver en la Fig. 33. El
error no es despreciable y según esta Tesis origina un “quiebre” aparente en el grá
fico de Arrhenius. Este “quiebre” es potenciado, además, si no se controla adecuada
mente el pH a cada temperatura, en especial si se usa buffer Tris.

Por otra parte, usando concentraciones óptimas de FCCPdisminuye considerablemen

te la fase pre-estado estacionario (ver Capitulo V), de manera que si se midiese la
reacción inducida por desacoplante usando un sólo tiempo no se cometerian errores
importantes. De la mismamanera, el error de una extrapolación a tiempo cero de la
actividad constitutiva a temperaturas altas es menos impOrtante. En efecto, hay una
mejor correlación entre nuestros resultados y los de Kaiser y Oelze a temperaturas

por encima de la del “quiebre” presentado p0r ellos, comparar las Tablas 5 y h res
pectivamente.

Por otro lado, si con la información disponible en esta Tesis se estima la velo
cidad con el mismocriterio que lo hicieron Kaiser y Oelze, el gráfico de Arrhenius
se transforma en el presentado pOr ellos, y a su vez, procesando las curvas de velo
cidad aparente vs. tiempo presentadas por Kaiser en (161 ), de manera tal de
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construir a partir de aquellas las respectivas curvas de tiempo, se obtienen grá
ficos de Arrhenius con comportamiento lineal y con una energia de activación si
milar a las mostradas acá.

La reacción que es más sensible a una desoptimización diferencial de las con

diciones experimentales es la inducida p0r FCCP.En efecto, la Fig. 30 muestra
que si el pHes algo superior a 8,0, la reacción a baja temperatura se desoptimi
za respecto de la que se desarrolla a temperaturas superiores. Esto ocurre, invo
luntariamente, si se usa por ejemplo, buffer Tris-ClH ajustado a pH 8,0 a tenpe
ratura ambiente, y se lo utiliza luego a baja temperatura en la medición de la
reacción, pues el pH del buffer sube al bajar la temperatura.

Es interesante señalar que este buffer es uno de los que varian más su pH
1(131).

Es por eso que en los gráficos de Arrhenius en los cuales no se controló el

con la temperatura: -0,03 UpH.°C_

pH ni se utilizó una concentración óptima de FCCPa cada tenperatura (tal como

se discutió más arriba), se observan quiebres hacia abajo en el caso de la reacción
inducida por FCCP,pero no en la constitutiva. Ese “quiebre” puede ser “corregido”,

con los mismos datos experimentales, usando la información de las Figs. 30 y 31.
Por otro lado, hay evidencias preliminares que indican que el uso de una re

lación 7 mMATP/l mMMg+2 en lugar de la stándard (2 mM/ZmM), no modifica signi

ficativanente la Ea de la actividad constitutiva, ver Tabla 5.
En la Tabla S quedan resumidos los resultados de los diversos experimentos

realizados.
Es interesante señalar que en los experimentos llevados a cabo con diferentes

preparaciones de membrana, aunque la Ea es relativamente invaríante, se presenta
alguna diferencia en la “ordenada al origen“ de la representación de Arrhenius,
especialmente en la actividad constitutiva. Esto es el reflejo de los distintos
grados de induccñn de la actividad p0r desacoplante, tal como se indica en la
Tabla 5. y puede ser explicado proponiendo que las diferentes preparaciones de

membranatienen per se distintos grados de desacople.
Comoprimera conclusión y en relación con los antecedentes biblÍOgráficos

y Ia hipótesis general de trabajo, con estos resultados queda descartado que ha
ya cambios termotrópicos en la actividad de la H+-ATPasaunida a membrana refleja
bles en un gráfico de Arrhenius.

Comola hipótesis que condujo estas investigaciones giraba alrededor de la
posible existencia de una interacción entre lipidos y proteinas en el funcionamien
to de la H+-ATPasade la membrana Cromatofórica, detectable en un gráfico de Arrhe
nius, se prestó una atención especial a la “historia” previa de los cromatóforos.



A tal efecto se compararon los gráficos de Arrhenius de la reacción catalizada por
cromatófOros que fueron almacenados a -70°C con los que lo fueron en hielo y también

con cromatóforos que fueron preparados con células recién cosechadas (sin cogelamíen

to alguno) o de células que fueron almacenadas a -70°C durante periodos de tiempo

variables. El efecto del tiempo, sin embargo, no fue estudiado de manera sistemá
tica.

En efecto, se puede sospechar que las actividades enzimáticas de membranasu
fran modificaciones irreversibles en sus propiedades cinéticas, si los cromatófo
ros son pretratados con muybajas temperaturas (comportamiento histerético respec
to de la temperatura); en relación con esta hipótesis véase (161,166).

En estos experimentos no se han encontrado diferencias significativas, provo
cadas por los pretratamientos de temperatura señalados arriba, ni para la actividad
constitutiva ni para la inducida. Tampocohay diferencias entre las cepas FRl y
w de R. rubrum (Tabla 5).

Un nivel óptimo de inducción de la reacción por desacoplante sólo cambia el

factor no exponencial de la ecuación de Arrhenius (ordenada al origen de la repre
sentación), ver Fi . 32. Esto sugiere que, como la Ea no cambia, el paso cataliti
co que limita la reacción global en los sistemas constitutivo e inducido es el mis
mo y no varfa en el rango de temperatura probado.

A su vez, la modificación de la velocidad (una estimulación máxima, con la

concentración elegida de desacoplante) podria ser el resultado de una disminución
en la concentración de protones que ejercerïa su efecto a través de la Ley de Acción
de Masas*,frenando la reacción. Sin embargo, no se puede descartar alguna acción
regulatoria indirecta de los protones, en especial porque a concentraciones mayo
res de desacoplante la actividad se inhibe e incluso muestra velocidades menores

que las de la reacción constitutiva, ver introducción y Figs. 31, 27 y 56.Lamentable
mente, aqui no se estudió el gráfico de Arrhenius de la reacción de hidrólisis de
ATPinhibida por concentraciones saturantes de FCCPa todas las temperaturas.
Con la primera hipótesis y sobre la base de la Teoria de Colisiones, no es necesa
rio postular ningún cambio en las constantes que representan tanto la frecuencia
de colisión comola orientación de las moléculas colisionantes que participan en
el paso limitante, tal como lo indicaria un cambio (aumento) del factor no exponen
cial, ver Introducción (I.S.2). En efecto, el aumento de la velocidad podria ser
sólo la consecuencia de la disminución de la retropresión de protones que induce
la reacción inversa (sintesis de ATP).

(*) Aqui se toma a la Ley de Acción de Masas con un criterio amplio que abarca tanto
el componente quimico comoel eléctrico.
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IV.3 Estudio de los gráficos de Arrheníus de la actividad de fotofosforilación en
dógena (en ausencia de mediadores del transporte de electrones).

Para optimizar las condici0nes de reacción se estudió el efecto del pH sobre

la fotofosforilación endógena a dos temperaturas extremas (Fig. 3h). En todos los
casos el pH = 8,0 provee máxima actividad.

La Fig. 35 a y b muestra el gráfico de Arrheníus de la actividad endógena en
aerobíosis y anaerobiosis. En condiciones aeróbicas se enCUentran dos tipos de com
portamiento.

En algunos experimentos, con membranas “frescas” (midiendo 2h hs después de

su preparación) se detecta un sólo punto de l'quiebre“ localizado ca. 8-15°C (51g.
32_a, representación I). El envejecimiento de esta mismapreparación (2 a 3 dias
en oscuridad y en hielo) da lugar a una membranaque muestra tres puntos de “quie

bre” alrededor de 20°C, 10°C y 6°C (no se muestra). Un comportamiento similar a

éste puede ser encontrado con algunas preparaciones de membranarecién obtenidas

(Fig. 35 a, representación ll).
La disminución de la energia de activación aparente a valores cercanos a 0

Kcal.mol_] en ciertos rangos de temperatura, no podria estar determinada por un
efecto de la temperatura solamente a nivel del factor de acoplamiento, pues no ocu
rre con otras condiciones que afectan el transporte de electrones, ver las conside
raciones que se exponen más abajo.

En general y tal comose indicó arriba, el patrón del gráfico de Arrheníus
de la fotofosforilación endógena, parece cambiar y la actividad inhibirse de mane
ra continua con el tiempo desde su preparación (no se muestra),sugiriendo una m0
dificación paulatina de los factores que gobiernan el transporte de electrones.
En efecto, la actividad de la mismapreparación envejecida, pero catalizada por
PMS50 uMa 30°C tiene una velocidad similar a la de la preparación nueva, ensa

yada en iguales condiciones (no se muestra), lo que indica que, de manera global,
no hay daños a nivel del factor de acoplamiento ni tampoco a nivel de la conserva
ción de la energia.

Se acepta generalmente que un cambio de la pendiente indica que es otro paso

el li ¡tante de la reacción global (en el caso de reacciones acopladas), o que el
mecanismo de un mismo paso ha cambiado. Tal como se demuestra comparando con la

Fig. 36, el condicionamiento térmico de la capacidad de “turnover” de las moléculas
del factor de acoplamiento no es el limitante de la velocidad del sistema endógeno
dentro de ese rango de temperaturas. En efecto, la adición de concentraciones ca
taliticas de PMSaumenta considerablemente (unas 10 veces) la actividad de sinte

sis de ATP. Por lo tanto, al medir la fotofosforilación endógena, el paso limitante



que se detecta es otro, muyprobablemente el transporte de electrones.

Si eso fuera asi, se puede proponer en un primer modelo, que en los rangos

de temperaturas de 8-lS°C a 2°C en algunos casos (Fig. 35 a, representación I)

o de 20°C a 10°C y de 6°C a 2°C, en algunos otros (Fig. 35 a, representación Il),
se está detectando un mecanismode transporte de electrones que tendria una alta
eficiencia, dada la muybaja energia de activación. A su vez, los rangos de alta
energia de activación aparente podrian estar reflejando alguna transformación del
sistema de transporte de electrones, de manera tal que las velocidades resultan
tes nedidas sean diferentes. Este cambio seria continuo, pero ocurriria sólo den
tro de algunos rangos de temperatura. Dicha transformación originaria únicamente
un cambio reflejable en el factor no exponencial y no cambiaria la energia de ac

tivación, que seria para todas las temperaturas similar y muybaja. En términos
de la Teoria de las Colisiones, lo que podria cambiar (optimizándose) de manera
continua al elevar la temperatura en los intervalos señalados, seria la Orienta
ción de las moléculas colisionantes que participan en el paso limitante.

Obviamenteexiste otra posibilidad. El segundo modelo difiere del primero Só
Io en la interpretación de las “ramas” de alta energia de activación aparente.
En efecto, en este modelo igual que en el primero, en las zonas de baja energia
de activación, la transferencia de electrones es menos dependiente de la tempera
tura y por lo tanto conformaria un mecanismode transporte de electrones de alta

eficiencia. Las zonas de energia de activación alta, serian interpretadas por es
te modelo c0mo la manifestación de la operación de un mecanismo de transpOrte elec
trónico diferente (menoseficiente).

Siguiendo con el segundo modelo, nótese que a baja temperatura, en la fis¿
;2_É, representación l, o para cada transición “alta a baja” Ea, comose muestra
en la Fíg. 35 a, representación II, el factor no exponencial disminuye. Esto sig
nificaria, en base a la Teoria de las Colisiones, que tal vez, la orientación de
las moléculas colisionantes (transportadores redox) está obstaculizando el trans
porte de electrones. Sin embargo, un contacto de los transportadores cuando están
con la orientación correcta, conduciria a una transferencia de electrones de una
manera más eficiente que a temperaturas mayores donde habria un cambio de entalpia

de activación mayor, ver Introducción (I.S.2). A su vez, en el primer modelo, la
desoptimízación en la orientación de las moléculas colisionantes (dí5minución del
factor no exponencial) también sucederia al disminuir la temperatura pero de ma

nera continua en ciertos intervalos, a diferencia del segundo modelo donde sólo
ocurriría en los puntos de “quiebre”.

Demanera alternativa o simultáneamente, el hecho de que en los intervalos
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de temperatura donde, aún habiendo cardo el valor de Ea a niveles muy bajos. la
velocidad de la reacción es casi idéntica a la que muestran los puntos pertenecien
tes a la rama de Ea alta (y por lo tanto, manifestantes del otro hipotético sis
tema de transporte de electrones) podria explicarse admitiendo que un cambio drás
tico en las caracteristicas de la membranaimponeuna nueva distribución energé
tica de las moléculas reaccionantes. Esto OCurriria a través de una disminución

del número de aquellas moléculas con energia suficiente para reaccionar. Esta ül
tima propuesta es totalmente compatible con la disminución observada en la ener

gia de activación. De manera análoga a esto,se han propuesto modelos ( 168 ) en los

que el transporte electrónico puede ocurrir por difusión al azar de los transpor
tadores de electrones, pero donde se pueden lograr velocidades “microscópicas”
mayores mediante la formación de complejos transitorios entre los pares redox apro
piados. Asi, en los experimentos presentados aqui, sólo dichas formas podrian reac
cionar a baja temperatura, aumentandola eficiencia de la transferencia de elec
trones pero al mismo tiempo disminuyendo el número de moléculas capaces de entrar
en este estado, dando cuenta asi de las velocidades menores medidas. Esta situación

podria surgir de modificaciones estructurales y/o restricciones provocadas por
la baja temperatura.

El segundo modelo presupone la restricción de que, tal como se mencionó antes,
la transición desde zonas de alta a baja Ea (o viceversa) ocurre de una manera
en la que una modificación, tanto del término exponencial como del no exponencial
de la ecuación de Arrhenius, pennita la existencia de puntos comunesque estarian
determinados por ambos hipotéticos mecanismosde transporte electrónico. Sin em
bargo, esto resultaria una coincidencia llamativa, porque el supuesto en el que
se basa, es sólo una de las muchas diferentes modificaciones que podrian haber

OCurrido, pues a priori; el cambio hipotético en el sistema de transporte de elec
trones podria proceder a través de la adopción de cualquier valor de Ea y/o del
factor no exponencial.

Desdeotro punto de vista, la baja energia de activación detectada sugerirf
que el paso limitante podria ser un fenómeno de indole fisica ( 80).

Es interesante notar que en condiciones anaeróbicas hay una modificación sus
tancial del gráfico de Arrhenius el que está caracterizado por tener un “quiebre”
hacia abajo a los 12°C y por la ausencia de zonas de muy baja energia de activación

(Fíg. 35 b). Sin embargo, para considerar esta información, se debe tener en cuen
ta que no se estudió el pH óptimo para temperaturas altas y bajas sino que se usó
un pH = 8,0, que es el óptimo para las temperaturas extremas en el sistema endó

geno aeróbico. Tampocose estudió una eventual influencia directa de las enzimas
glucosa oxídasa y catalasa sobre el sistema de transporte electrónico endógeno.



Este resultado (controles adecuados mediante) podrfa constituirse en otra prueba
de que es realmente el transporte electrónico el paso limitante medido, dado que
la interpretación inmediata del efecto de la presencia o ausencia de oxígeno seria
a nivel del potencial redox de la mezcla de reacción modificando el estado redox

de los constituyentes del sistema de transporte de electrones, ver por ej.(169).

IV.“ Estudio de los gráficos de Arrhenius de las actividades de fotofosforilación
mediada por agentes redox exógenos: PMSy TMPD.

En las Figs. 12 y 13 se estudia el efecto del pH sobre la fotofosforilación
catalizada por PMSa diferentes temperaturas. Por debajo de 18°C, el pH óptimo
es 8,7, mientras que a 30°C es 8,0.

En las Figs. 10 y li se observa que la saturación de la fotofosforilación por
PMSse alcanza a concentraciones mayores a temperaturas más altas, ver discusión
más abajo.

A diferencia de lo observado para la reacción endógena, el gráfico de Arrhenuís
de la fotofosforilación catalizada por PMS200 uMen condiciones aeróbicas es li

neal en todo el rango de temperaturas estudiadas, ver Fig. 36. Se debe recalcar
que a temperaturas bajas (menores de 20°C) se considera la primera fase de la reac

ción (no inhibida), ver el Capítulo lII.
El comportamiento parece ser independiente de la cepa usada. Sin embargo hay

diferencias según los cromatóforos y/o las células de las cuales provienen hayan
sido congelados (-70°C, 2-60 dias) o no (preparación de los cromatóforos inmedia
tamente luego de cosechadas las células y mantenidos luego en hielo 0-h8 hs), ver
Tabla 6. Coneste último tipo de cromatóforos, se obtiene un “quiebre” hacia abajo
en el gráfico de Arrhenius entre los 10 y 20°C si se usa PMS50 uMpara todo el

rango de temperatura. Esto se evita si se eleva la concentración de PMSa 200 UM,

tal como ya se mostró en la Fig. 36. Sin embargo, con Cromatóforos y/o células con
geladas el gráfico de Arrhenius, aún medido con PMSSO uM, es recto en toda su
extensión (3-38°C).

La explicación del comportamiento de los cromatóforos “no congelados” es que
PMS50 uMno es saturante para altas temperaturas aunque si lo es para las bajas

(Fígs. lO y ll). En efecto, con esa información acerca del grado de saturación
se pudieron rectificar los gráficos que presentaban “quiebre”? Cabe señalar además,
que en los experimentos con PMS50 uM, la Ea de la rama de baja temperatura es

algo mayor que la encontrada con los cromatóforos “congelados”, aunque no se dis
pone de una explicación obvia para este comportamiento.

En el caso de los cromatóforos “congelados”, una razón posible es que el pro
ceso de congelamiento, ya sea sólo de las células como también de los cromatóforos

(*) Unquiebre similar al artificial encontrado acá es mostrado por Nishimura (166)
en un experimento donde se usa PMS 110 uM.
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provenientes de aquellas, cambie la estructura de la membrana, de manera que PMS

50 uMsea saturante para todo el rango de temperaturas; esta hipótesis no fue es
pecificamente contrastada, nótese que las curvas de saturación mostradas en las

Fígs. 10 z 11 fueron hechas con membranas “no congeladas“. Sin embargo, la propues
ta es coherente con la forma recta del gráfico de Arrheníus y con la conclusión

del Capitulo III en el sentido de que, por lo menos a baja temperatura, el paso
limitante en la sintesis de ATPes la disipación de energia a nivel del factor

de acoplamiento, dado que, tal comoya fue tratado en el Capitulo III, el “quie
bre” del curso de la reacción a baja temperatura ocurre independientemente de que
los cromatóf0ros hayan sido congelados o no.

Sin embargo, los experimentos realizados con cromatóf0ros l'congelados” a alta
temperatura (30°C) sugieren que el nivel de energia de la membrana alcanzado en

esas condiciones no seria mucho mayor que aquel necesario para lOgrar una máxima

velocidad de sintesis de AÏP. En efecto, si el proceso de inhibición estudiado
a baja temperatura depende sólo de la existencia de una “sobreenergización”, en
tonces también deberia manifestarse a altas tenperaturas siempre que se lograra
establecer a dicha alta temperatura condiciones similares de desbalance entre la
velocidad de acumulación de energia (gradiente electroquimico de H+) y la de disi
pación a través de la sintesis de ATPa nivel del factor de acoplamiento. Pero
esto no es lo que ocurre, ya que la reacción de fotofosforilacíón transcurre sin
aparecer ninguna inhibición en su curso, por lo menos hasta 3-h min.Asi se podria
postular que el nivel de energia mantenido por el transporte de electrones seria
justo el necesario, o sólo levemente superior, comopara mantener una velocidad
de fotofosforilación máximaa esa alta temperatura.

De manera análoga a la discutida para la reacción de ATPasa, no parece haber
un error de desoptimización diferencial de la reacción, dada la linealídad de la
representación de Arrheníus. Sin embargo, también se debe considerar la posibili
dad de un proceso de rectificación artificial de un gráfico de Arrheníus intrin
secamente “quebrado” hacia arriba que surja de desoptimizaciones de uno o más fac
tores independientes a diferentes temperaturas extremas, ver Introducción (I.S.5)

No se puede asegurar que, en las condiciones de la Fig. 36, el paso limitan
te sea, a todas las temperaturas, la disipación de energia por el factor de aco
plamiento al sintetizar ATP. Sin embargo asi quedó propuesto en el caso de tem

peraturas bajas para explicar los resultados del Capitulo Ill. En su apoyo se
debe señalar que usando cromatóf0ros no congelados la reacción está saturada de
PMS (200 uM) en los extremos del rango de temperaturas estudiado . Por otro la

do, ya fue demostrado que a bajas temperaturas la reacción está saturada respecto
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de la intensidad de luz (Fig. 1h). Sin embargo, para las altas tenperaturas sólo
se tiene la evidencia indirecta que se presenta a continuación.

l) Considerando que la radiación es perpendicular a los tubos de ensayo (co
límada) y usando para la suspensión de cromatóforos el coeficiente de

extinción para bacterioclorofila en membrana EmM(880 nm; l cm) = lhO y

un peso molecular de la bacterioclorofíla de 1000 (113) se puede calcular
que la transmitancia en la mitad (eje) del tubo de ensayo (5 nm) es 85,1%

para una concentración de cromatóforos equivalente a l ug Bchl.ml-1 y 20%

1 Por lo tanto, usando l ug Bchl.ml_1, tal como separa 10 ug Bchl.ml

hace en la Fig. 36, a alta temperatura hay una intensidad de luz h veces
más intensa que la que ya es ampliamente saturante a bajas tenperaturas

1 (Fig. lb). Esta información y el hecho decuando se usan 10 ug Bchl.ml

que el gráfico de Arrhenius es recto sugieren que, en efecto, la intensi
dad de luz es saturante para todas las tenperaturas.

2) Por otro lado, se observa en la Fig. 37 que cuando se utiliza l ug Bchl.
ml-l y PMSsaturante (200 uM), aún iluminando através de un filtro rojo

(disminuye en un 10%la luz incidente que excita la bacterioclorofila (880
nm) y elimina totalmente las frecuencias del otro extremos del espectro

de absorción de los cromatóforos, ver Fig. 9) se tiene un curso de reac
ción idéntico al logrado con luz blanca (provista por exactamente la mis
ma fuente anterior pero sin el mencionado filtro). Este experimento des

carta la influencia de una fotodesc0mposición del PMS(ver Capitulo lll)
sobre la reacción de fotofosforilación y corrobora que a bajas tempera
turas el sistema está saturado de luz.

3) Cabe señalar que usando cromatóforos provenientes de células congeladas,
en concentración 10 ug Bchl.ml_1 e iluminando con luz blanca se obtienen

para todas las temperaturas las mismas velocidades que en la Fig. 36 y

por lo tanto la mismaenergia de activación (experimento N°8 de la Iabla
g).

Comohipótesis alternativa, se podria pnoponer comopaso limitante a algún
tramo del transporte de electrones existente en presencia del “bypass” estable
cido por el PMS.

Si se acepta que es la sintesis de ATPel paso limitante medido, puede ser
deducido, tal comolo fue para la reacción de hidrólisis, que no hay transicio
nes de Fase termotrópicas que afecten la reacción de sintesis de ATPa nivel del
factor de acoplamiento.De cualquier manera,no las habria tampocoa otro nivel.

Tambiénse estudió el efecto de la temperatura sobre la fotofosforilación me
diada por el agente redox TMPDque transporta sólo electrones (169)
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En la Fig. 38 se estudia el efecto del pH en condiciones aeróbicas y anaeró
bicas a dos temperaturas extremas, sobre la fotofosforilación catalizada por TMPD.

De manera si ilar a la encontrada con PMS, la concentración que provee el 502

de la velocidad máximade fotofosforilación, es mayor a temperatura alta que a ba

ja (Fig. 39). La Fig. hOAsugiere que el gráfico de Arrhenius de la fotofosforila
ción mediada pOr TMPDcomparte un patrónsi ¡lar con aquel que muestra la reacción

mediada por PMS(Fig. 36), mientras que si se usa una concentración de TMPDno sa
turante en todo el rango de temperaturas se observa un “quiebre” artificial.

Se quiso establecer si el grado de saturación de la reacción por ADPera si

milar en todo el rango de temperaturas. En la Fig. hi se estudíael comportamiento
de saturación aparente por ADP, a Pi 2 mMconstante. Se observa que en la reacción

endógena, y en la catalizada por PMS200 uM, existe un fenómeno de inhibición por

sustrato. Sin embargo, tanto el grado de inhibición por sustrato en las condiciones
stándard de reacción como la Kmaparente son similares en las tres temperaturas
probadas para cada uno de los sistemas de transporte de electrones estudiados(Tabla 3).

De la misma manera, la Kmaparente para Pi, a ADP2 mMconstante, es similar

a temperaturas bajas y altas, ver Figs. h y 2h. Esto último se estudió sólo en el
caso de la reacción catalizada por PMS50 uM.

Tambiénhay evidencias preliminares de que, tanto para el caso de la fotofos
forilación endógena, comopara el de la catalizada por PMS, los gráficos de Arrhe
níus construidos con las velocidades observadas cuando las condiciones experimen
tales son las stándard son prácticamente similares a los construidos con las velo
cidades máximas (saturación de ADP), ver Fi . h2*.

Se quiso saber sí la energia de activación de la reacción de fotofosforilación
catalizada por PMS200 uMpodia depender del nivel de energia de la membrana. La

Fíg. #3 A y B muestra que dÍSminuyendo la intensidad de luz de manera tal que la
velocidad de fotofosforilacíón disminuya entre un #0 y un 75%, no cambia signifi
cativamente el valor de Ea, por lo menos en un rango de temperaturas bajas. El com

portamiento del gráfico de Arrhenius de dicha reacción (Fig. #3 A y B) es claramen
te diferente respecto del de la reacción endógena en ese mismo rango de temperatu

ras (Fíg. A3 C, ver además la Fig. 35 a). El “quiebre” que se observa en la filo.

53_5 a altas intensidades de luz es interpretado comouna desaturación de luz a
alta temperatura, encontrada en ese caso especial debido al hecho conjunto de que
se ilumina sólo con una fracción del espectro y se usan concentraciones de croma
lóforos relativamente altas (iO ug Bchl.ml_1). Se podria proponer, entonces, que
a alta temperatura la membranaestaria más desacoplada que a baja temperatura, es
to es, seria más permeable a los protones. 0, más en general, que la eficiencia de la

(*) Nótese que la carencia de suficientes temperaturas experimentales en la Fig. #2 A
no permite hacer comparaciones directas con la descripción completa mostrada en la
Fig. 35 a.
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transducción energética sea menora temperaturas altas.

Esta información es relevante para hipótesis que propongan que el comportamien
to diferencial de los gráficos de Arrheníus de la reacción endógena respecto de la

catalizada por PMSdepende en realidad, sólo del nivel de energia de la membrana
y no del sistema de transporte de electrones partÍCUlar y que la actividad del fac
tor de acoplamiento sea en todos los casos un paso limitante controlado por la tenr

peratura. Lamentablementeen estos experimentos preliminares, disminuyendo la luz
no se lograron velocidades suficientemente bajas como las de la reacción endógena.

La manifestación de un mismo valor de Ea en los mencionados experimentos

es dificil de explicar, pues es claro que con esa baja intensidad de luz, el aporte
de energia es por Su cuenta limitante para la reacción global. Podria ser, entonces,
que la energia de activación detectada sea la de un paso limitante a nivel del trans
porte de electrones establecido por el PMS,al menos en condiciones de luz baja,
y que sea una mera coincidencia el hecho de que su valor sea igual al de la reac
ción que está saturada de luz y de PMS.

Sin embargo, se puede considerar otra hipótesis respecto de la interpretación
de la energia de activación del sistema de fotofosforilación mediada por PMS.Esto
es que la reacción esté limitada por dos factores diferentes; por un lado, por la
temperatura directamente sobre la velocidad de reacción del factor de acoplamiento
y por otro, por el nivel de energia de la membrana. Se propone un modelo sobre

esto más abajo.

El hecho de intentar la disminución del nivel de energia en la Fig. #3 median
te una disminución drástica de la intensidad de la luz entraña un problema de inter
pretación. En efecto, aunque la velocidad aparente medida disminuye, se podria pos
tular que en cierto grado ese resultado sea la expresión de la actividad de un
gradiente de poblaciones de cromatóforos diferencialmente iluminadas a lo largo
del camino de la luz en el tubo de ensayo. De manera tal que los que están inmedia

tamente cercanos a la superficie del tubo están saturados de luz ( a bajas tempera
luras se saturan con baja intensidad) y los que están más atrás están desaturados
o incluso inactivos. Asi, la disminución de la velocidad normalizada en términos

de Bchl seria análoga a la inactivación de una enzima y el experimento serïa equi
voco. No se puede descartar la existencia de dicho fenómeno pero, sin embargo, hay
dos fenómenos cualitativos que aparencen al disminuir la luz que no se pueden
explicar de ninguna manera que no implique la existencia de una desaturación de
luz a nivel “miCroscópíco“ de la mayoria de los cromatóforos. Estos son la apari
ción y alargamiento de un “lag” o fase de aceleración y la desaparición del “quie

bre“ en el curso de la reacción, ver Capitulo III y Fígs. 7 y 1h.
Asi se tiene la evidencia de que existe una desaturación de luz intrínseca

para mayoria de los cromatóforos y es licita la discusión acerca de los gráficos

de Arrheníus de las Figs. #3 A y B donde se usan intensidades de luz limitantes.
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|V.5 Discusión general

Para tratar de justificar la propuesta de dos factOres limitantes y en conse
cuencia el posible control de la temperatura a dos niveles diferentes, se hicieron
las siguientes consideraciones.

Cuando se establece un sistema de transpOrte de electrones mediado por PMS,se

observa un “lag” o fase de aceleración pre-estado estacionario en el curso de la
reacción de fotofosforilación, en casos en los que por ejemplo, el sistema no es

tá saturado de PMS(Figs. 10 y ll) o cuando se lo desacopla con FCCP (Fig. 17) o

cuando se limita la intensidad de luz por debajo de cierto umbral (Fig. lh).
Se acepta comohipótesis de trabajo que el Illag“ observado con bajas concentra

ciones de PMSes homólogo a los provocados por FCCPo por disminución de la inten

sidad de luz y no se deberia al tiempo en que tarda en difundir el PHSen la mem

brana. Dicho “lag” representaria en los tres casos el tiempo necesario para lograr
en la membrana un alto nivel de energia. Se debe contemplar esto último pues no se

hicieron experimentos donde se preequilibre la membrana con PMS;en todos los ca

sos mencionados arriba la reacción se desencadenó con el agregado de cromatóforos.
El resultado con el desacoplante FCCPes claro en aquel sentido, pues no se puede

asimilar el tiempo de duración del “lag” con el tiempo que tarda el desacoplante
en difundir y saturar la membranapues, en todo caso,,el resultado deberia ser pre
cisamente inverso al encontrado.

Teniendo en cuenta lo anterior, es necesario explicar cómolos sistemas catali
zados por PMStienen, cuando la reacción de sintesis de ATPestá desoptimizada,
el mencionado l'lag“ manifestando, sin embargo, velocidades de reacción en el estado
estacionario del mismo orden o aún mucho mayores que las del sistema endógeno tan
to a alta (30°C) como a baja (3°C) temperatura, mientras que la reacción mantenida
por el sistema endógeno entra en estado estacionario en tiempos muchomás cortos,

ver Figs. lO y ll.
En términos qui iosmóticos clásicos, se deberia esperar un “lag” en el curso

de la reacción de sintesis de ATPde duración inversamente proporcional al “input”
de energia y por lo tanto a la velocidad de sintesis de ATPen el estado estaciona
rio (197).

De manera concordante Keister y Minton ( 170) no encontraron “lag” ni en el

tiempo ni en la intensidad de la luz en la reacción de fotofosforilación endógena
de R. rubrum. En cambio, tampoco encontraron l'lag” de tiempo en la reacción media
da por PMS20 uM. Esto está en contraposición con lo mostrado en esta Tesis. Sin

embargo, como el rango de tiempo estudiado por dichos autores fue muy corto (has
ta lS seg) no se descarta acá que luego la velocidad hubiese aumentado. Dichos
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autores indican, también, que las preparaciones envejecidas en las que la veloci
dad de sintesis está severamente disminuida se encuentra un “lag” en la intensidad
de luz. Igual efecto causa el desacoplante CCCP.

En cloroplastos, por otro lado, existen ambostipos de l'lag“ y son interpreta
dos comoel reflejo del tiempo necesario para lograr un alto nivel de energia
(171-171.).

De acuerdo con propuestas de otros autores en cloroplastos ( 128 ) y en cro
matóforos ( 115 ), resulta pertinente considerar acá que el mecanismode trans
locación de protones es diferente segün el sistema de transporte de electrones sea
el endógeno o el mediado por un agente redox artificial (por ej. PMS). En efecto,
se sabe que el PMSdesvia el curso natural de circulación de electrones y comoél

mismotransporta protones en el ciclo redox, entonces establece un mecanismo de
intrusión artificial de H+al espacio osmótico y provee, por lo tanto, un “acople”
artificial.

Teniendo en cuenta esto, se propone acá que cuando se agrega PMSlos protones

translocados por medio del transporte electrónico fotosíntético cambiarian el des
tino natural de acumulación transitoria previo a su acceso al factor de acoplamien
to. Entrarian a un compartimiento con mayor capacidad “buffer” que el que corres
ponderïa al sistema endógeno y pOr eso se presentaria el “lag” o primera fase de
baja velocidad de sintesis de ATP. Representaria el tiempo necesario para llegar
a un nivel de estado estacionario en el contenido de energia y por lo tanto a la
máximavelocidad de sintesis posible. El mencionado compartimiento podria ser, aun
que no necesariamente, el espacio osmótico del cromatóforo.

En cambio, en el caso del sistema endógeno, el transporte de electrones proveeri
al factor de acoplamiento de protones energizados de tipo localizado (gradiente
intramembrana). Este hipotético tipo de acoplamiento propuesto por Williams
(20,21,22 ) tiene la caracteristica de requerir muchosmenosprotones para energi
zar suficientemente la membrana ( 182 ) y por lo tanto se establecerian las con
diciones energéticas adecuadas mucho antes en el tiempo, tal vez casi inmediatamen
te luego de los primeros ciclos de transporte de electrones. Se dispone de diver
sas evidencias que proponen que el acoplamiento entre la ATPsintetasa y el trans
porte de electrones es de tipo directo o localizado en sistemas bacterianos foto
síntéticos en ausencia de mediadores redox y en estudios de fotofosforilación en
flashes (27,133)

A continuación se proponen las caracteristicas de los modelos de acoplamiento
establecidos por el sistema de transporte de electrones endógeno y mediado por PMS
de manera que sean coherentes con los resultados de los estudios de los gráficos
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de Arrhenius.

Modelohipotético para el sistema endógeno*

El postulado acople “localizado” del sistema endógeno no tendria “capacidad”
de reserva de H+. Esto seria asi aún cuando exista una translocación de H+al “pool”

osmótico y se pueda detectar un AüH+. Tal vez, la energia del “pool” osmótíco no

tenga un papel importante en la energización de la membrana, al menos cuando opera

en condiciones de luz continua, aunque si lo tendria, tal como fue demostrado, en
los fenómenosde fosforilacíón por post-iluminación (19,117) y en los de fosfori
lación por transición ácido-base ( 183 ).

Dada la falta de “capacidad”, o al menos la no utilización de la energia del
llpool” osmótico, el factor de acoplamiento debe marchar en la sintesis de ATP di
rectamente a la velocidad con que se repone un"conjunto minimo de H+ energizados“

en el sitio inmediato al activo que se llamará acá “compartimiento localizado”.
Dichos H+ energizados son a su vez consumidos en la sintesis de ATP.

Se llamará “cuanto” al conjunto minimo de protones en el “compartimiento loca
lizado”. El “cuanto” tendria una suficiente alta concentración comopara que los
H+sean de alto potencial (energizados), pero al mismo tiempo dicho compartimiento
tendria baja capacidad.

Tal comoya se mostró y discutió en este mismo Capitulo, el factor de acopla
miento no está limitado por la temperatura cuando el sistema opera con el sistema
de transporte de electrones endógeno. Esto es asi pues la velocidad de sintesis
aumenta más de 10 veces, con el agregado de PMS,en todo el rango de temperaturas

estudiado. De manera tal que aunque un aumento en la temperatura pennita al factor
de acoplamiento llevar a cabo l ciclo catalitico en menos tiempo, no se podrá mani
festar dicho efecto a nivel del “turnover” global del sistema pues este último de
penderá de la frecuencia con que el transpOrte de electrones endógeno reponga el
“cuanto”.

El modelo propone, entonces, que la constante catalitica para el consumode
los “cuantos” (sintesis de ATP)a nivel del factor de acoplamiento seria a todas
las temperaturas estudiadas muchomayor que la constante catalitica para la produc
ción de los “cuantos” a nivel del transporte de electrones, ver Fig. #3 bis.

Tener en cuenta que para el sistema mediado por PMSa baja temperatura se ha

propuesto un modelo análogamente contrario (Capitulo lll).

(*) Se agradece la discusión con el Lic. Raül A. Fernández
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Asi, quedaria claro de qué manera el gráfico de Arrhenius de la fotofosforila
ción endógena podria ser el reflejo directo del gráfico de Arrhenius de la veloci
dad del transporte de electrones endógeno.

El modelo se asemeja a una secuencia de dos reacciones catalizadas acopladas,
de propiedades tales que la última reacción tenga unarmy alta “afinidad” por el
producto de la reacción antecesora, de manera que no existan fenómenos extensos

de “lag” o umbral y además tenga una constante de velocidad mucho mayor que la de

la primera, de manera tal que no se acumulen productos intermediarios. El esquema

es el siguiente:

H+exterior ——————-—->H+concentrado (energizado) -—-—-——>ATP
transporte de* en el “compartimiento factor de
electrones localizado” acoplamiento
endógeno

Teniendo en cuenta las muy bajas energias de activación detectadas en algunos
rangos de temperatura en los gráficos de Arrhenius del sistema endógeno de fotofos
forílación, se puede proponer que el paso limitante de toda la reacción podria ser
la difusión de los protones (“cuantos”) desde la “fuente” o sea los sitios de pro
ducción de protones energizados a nivel del transp0rte de electrones, hacia el “su
midero” o sea el sitio de consumode protones (“compartimiento localizado“). El
modelo de “fuente-sumidero” es usado frecuentemente en los fenómenos explícables

por acople localizado (77).

Modelo hipotético para el sistema mediado por PMS

El transporte de electrones mediado por PMSconduciria los H+ hacia un reser
vorio (transitOri07), que podría ser el “pool” osmótico del espacio interno del
cromatóforo u otro compartimiento funcional, que tendria una gran capacidad compa
rándolo con el hipotético diferente sitio de acumulación de H+del sistema endóge
no. Al compartimiento de alta capacidad se lo llamará acá ” ool osmótico“.

El tenor de energia a nivel del “pool osmótico“ puede tener diferentes valores
dependiendo de las concentraciones de PMSy desacoplantes, o de la intensidad de

la luz y también de la temperatura actuando a nivel del transporte de electrones.
La capacidad “buffer” del compartimiento “pool osmótico” separaria funcionalmen

¿e al factor de acoplamiento del transpOrte de electrones y pondria a dicho factor
en una situación similar al de cualquier enzima “soluble” o “descoplada”. Esto es,
su actividad dependerïa (en condiciones de saturación de sus sustratos químicos
ADPy Pi) independientemente y al mismo tiempo, por un lado de la concentración

de su otro “sustrato” es decir el energético (“cuantos” de H+energizados) y por



otro lado, de la temperatura que actúa a nivel de la constante catalitica
de la reacción de sintesis.

Asi, la velocidad del factor de acoplamiento al sintetizar ATPpodria depen
der del efecto de la temperatura, tanto sobre la velocidad de reacción quimica,
como también sobre la velocidad de estado estacionario de la bombade protones

mantenida por el transporte de electrones y entonces sobre el nivel de energia.
Respecto de las diferencias con la reacción endógena, también se contempla

la posibilidad de que la via de acercamiento de los H+al sitio activo del factor
de acoplamiento sea también diferente en el caso del sistema mediado por PMS.

En presencia de PMS,se propone que la dependencia del “sustrato” (H+ energi
zado) lo es en términos totalmente equivalentes al de una enzima “c0mún“. Esto

es, el tiempo de duración de cada reacción particular es invariante. Lo que si
varia es la frecuencia con la cual cada enzima entra en actividad (desencadena
un ciclo). Cada acontecimiento que ocurre a nivel del factor de acoplamiento seria
insensible a que haya un mayor o menor nivel de energia. La energia se pone de
manifiesto sólo con caracteristicas de umbral: si está disponible la energia ne
cesaria para la unión ester, la reacción ocurre. Es decir, una vez que esté la
energia minima requerida el factOr de acoplamiento opera a una velocidad indepen
diente de que haya justo esa energia o haya mucha más.

También en el sistema PMSel sitio inmediato al activo podria ser el “compar
timiento localizado”, pero con la diferencia de que en vez de ser abastecido di
rectamente (por via localizada) por el transporte de electrones natural (endógeno),
lo serfa a través del “pool osmótico“. En el sistema endógeno los H+ van directa
mente conducidos al l'compartimiento localizado”. En el sistema mediado por PMS

el destino de los H+hacia el “pool osmótico” seria el predominante e incluso,
el funcionamiento de la via endógena podrTa estar totalmente anulada debido al
efecto competidor del PMScon el transporte de electrones natural.

Queda por explicar por qué,al aumentar la energia, aumenta la velocidad de
sintesis global.

Se propone que la frecuencia con que el “compartimiento localizado” se activa
(se carga con un “cuanto“) depende estadísticamente del AiH+delocalizado. Cuanto
mayor sea el nivel de este, mayor será la frecuencia con que trabaje un factor de
acoplamiento y por lo tanto, en un momento dado, mayor será el Z de factOres de

acoplamiento en actividad. A su vez cuanto más rápido cumpla un ciclo la enzima,
con mayor frecuencia quedará en condiciones de recibir otro “cuanto”.

Sin embargo, en estas consideraciones se debe tener en cuenta que la concen
tración de H+en el “compartimiento localizado“ y por lo tanto el nivel de energia



respecto del espacio osmótíco exterior no puede ser mayor que en el “pool osmótico“.
Se debe considerar entonces que el AüH+del espacio osmótico debe ser igual o ma
yor que el minimo y saturante del "compartimiento localizado“ de manera tal de

poder aumentar la frecuencia de aporte (reposición) de “cuantos” al factor de aco
plamiento al aumentar el nivel de energia en el Ilpool osmótico“.

Alternativa o simultáneamente se puede considerar el siguiente modelo. Para
sintetizar ATPel factor de acoplamiento necesita un cierto número de protones
con un AuH+minimo. Sin embargo, los “compartimientos localizados“ tendrian dife

rentes grados de permeabilidad inespecifica a los protones, de manera tal que para
que se logren las condiciones energéticas necesarias en todos los factores de aco
plamiento se necesita una fuente de energia muchomayor, esto es, el espacio osmó
tico tendria que tener un AüH+mayor.

Por lo tanto, al disminuir la concentración de PMSo la intensidad de la luz,

o aumentar la concentración de FCCP,se hace disminuir la energia del espacio os

mótico y entonces disminuye el %de factores de acoplamiento que pueden lograr

las condiciones energéticas umbral.
Quedaria asi explicado el comportamiento de Arrhenius de la reacción mediada

por PMS. Cuando se disminuye la luz en la Fig. #3 el gráfico se desplaza hacia
abajo de manera paralela pues es como inactivar en un cierto z el número de enzi
mas activas.

Los dos gráficos de Arrhenius, el de la reacción mediada por PMSy el de la

endógena, son esencialmente diferentes pues son dos mecanismos diferentes de aco
plamiento, el de la primera delocalizado y el de la segunda localizado.
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Efecto de] pH (7,3-8,6) sobre la velocidad ATPásica a 6°C y 30°C. Se estudia la
acfïvídad constitutiva e inducida por el desacoplante FCCP.
Se usa buffer Trís-CIH para todo e] rango de pH. Tiempos de reacción: a 6°C: 25
30-35-h0-ü5 mín y a 30°C: 1-1,S-2-3-h mín. El curso de la reacción es rectilïneo
en todos los casos.
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F'gura 31
Estimulación de ¡a actividad ATPásica por el desacoplante FCCPa diferentes tem
peraturas.
El pH es 8,0 en todos los caSos. Tiempos de reacción: a 6°C, 9°C y 11,h°C: 25-30
35-h0-h5 mín; a 15°C: 15-20-25-30-35 min; a 18,1°C: 3-5-7-9-11 mín y a 30°C: 1
1,5-2-3-h mín. En todos los casos e] curso de la reacción es rectilfneo durante
todo e] periodo de medición. Estos resultados también Fueron reproducidos en otros
dos experimentos similares.



-138

IQO

ao

60.

¿0

No 1

l.0_

. 0.a:

05
l

¡uno!PImgBchl".min' 9A l

0.24 *\x

r
13 14 15 35

+(°K"¡ ¡03)

Figura 32
Gráfico de Arrhenius de la actividad ATPásica de cromatóforos, constitutiva e in
ducida por el desacoplante FCCP. La reacción se lleva a cabo aeróbicamente y en
la OSCUridad.

. Actividad constitutiva. El pH es 8,0 para todas las temperaturas y los croma
óforos están en concentración equivalente a 10 ug Bchl.ml’l.

2
t

b. Actividad inducida por FCCP.Las condiciones son exactamente iguales a a. Se
adiciona FCCP0,9 uMpara el rango 6°C-18°C y 1,5 uMpara el rango 21°C-33°Ï.

En ambos casos la velocidad de ATPasa se calcula de la pendiente de la curva de
tiempo en la región del “estado estacionario“ (5 tiempos experimentales). La reac
ción es desarrollada en el intervalo correspondiente entre 1 mín y ll min en el
rango de 18,I°C a 33°C y entre 15 min y #5 min en el rango de 6°C a 15°C. En todos
los casos la reacción és rectilïnea durante todo el periodo de medición. Los va
lores de Ea son en Kcal.mol‘l.

Parte de la información presentada en esta figura ya fue mostrada de otra manera
en la Fig. 31. Ambas figuras provienen de un mismo experimento.



-139

A -o,9 B

¡sol

// -o,8
-0,7

30- E

¿La g
0,860 8 : ___________________________________ __02+

E “0,5o , /"—°U u ' o
m 20 'g _o 0,4 o o
E o o's ¡m FCCP ‘E E
x 8 e
a _c¿3 g 5. ‘
3 u
í'0— _q2 5

U/ 2
-1' 0>

___¡y' -0 I
__,./°’2'5 sm FCCP '

0,‘...=="':” _ l . 1 . l . 0.0 l l l 1 l A
0 IO 20 30 40 20 30 40 50 60

nfln nun

Figura 33
Subestimación de la actividad de ATPasano inducida por desacoplante a bajas tenr
peraturas cuando no se consideran las velocidades del estado estacionario.
A- Cursos de las reacciones constitutiva e inducida por 0,9 uMFCCPa ll,h°C cu
yas velocidades se muestran en el gráfico de Arrhenius de la Fig. 32. Las lineas
punteadas representan algunas de las velocidades aparentes que se establecerian
al normalizar el producto por el tiempo. La velocidad se expresa en umol Pi.mg
Bchl'l.min'1
B- Velocidad aparente (expresada como umol Pi.mg Bchl'1.min'1) de la reacción cons
titutiva a ll,ü°C (A) en función del tiempo de normalización. Los simbolos llenos
son los valores experimentales y los vacios surgen de la extrapolación del gráfi
co A. La linea de puntos es el valor real de la velocidad. Obsérvese cono se come
te una subestimación de la velocidad aün con valores de velocidad aparente que
parecen haberse “estabilizado”. En efecto, a los 30 min se comete un 20%de error
y a los 60 min un 10%. Kaiser y Oelze(l6l,162) hubiesen elegido para esta tempera
tura un tiempo de 30 min.
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ENERGIAS DE ACTIVACION

Células cultivadas a Ea (Kcal.mol‘l)

t<20°C t>20°c

30°C 26,0 15,0

1h°c 26,8 1h,8

CARACTERISTICAS DE SATURACION

Temperatura de Km
medición (mM)

ATPasa Mgz+ 16°C 0,30

25°C 0,33

ATPasa CaZ+ 16°C 0,58

25°C 0,58

de Kaiser, I. y Oelze, J. Arch. Microbiol. ¡26: 195-200 (1980).

Tabla h

Resumende los resultados presentados por Kaiser y Oelze respecto del efecto de la
temgeratura sobre la reacción de ATPasaconstitutiva de cromatóforos de R. rubrum.
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1 FR1 6 a 33 16,5 16,5 5,0 pH = 8,0 ajustado a cada temperatura.

Células y membranas sin congelar.
Ver este experínento en la F19. 32.

pH = 8,0 ajustado a cada temperatura.
2 FR1 10 a #0 17,2 n.d.* Células congeladas, membranas sin

:ongelar. Ver este experimento en la
Fíg. kh.

3 FR1 h,9 a 30 18,1 18,5 3,2 pH = 8 a 20°C (sin ajustar a cada
temperatura). Células y membranas

b FR1 15 y 23 9,7 n.d. - sin congelar.

S FRl 5 a 31,5 21,0 20,0 2,3
6 FR1 15; 20 y 30 19,0 n.d. - pH = 8 a 20°C (sin ajustar a cada
7 FR1 10,5 y 1h,5 16,0 n.d. - temperatura). Células congeladas, mem
8 FR1 12 y 15,8 18,0 n.d. - branas sin congelar.

9 FR1 7; 8 y 11 20,2 .d. - pH = 8 a 15°C (sin ajustar a cada
10 FRl 5 y 11,5 20,2 n.d. - temperatura). Células congeladas, mem

branas sin congelar. ATP = 7 mMy
C12Mg = 1 mM

11 FR1 3 a 38 19,1 n.d. - pH = 8 a 20°C (sin ajustar a cada
temperatura). Células y membranas con
geladas. ATP = 2 mM y C12Mg = 1 mM

12 w 5 a 30 20,5 22,4 2,8 pH = 8 a 20°C (sin ajustar a cada
temperatura). Células y membranas
sin congelar.

13 W h,7 a 29,9 20,7 21,6 1,9 pH = 8 a 20°C (sin ajustar a cada
temperatura). Células y membranas
congeladas.

1h FR1 15,5 y30 21,h - - Actividad del “EDTA-Fl” con h mM
ClzCa y 2 mMATP. Ver este experimen
to en la Fig.'h7.

Tabla 5

Resumende diversas determinaciones de las enerqïas de activación de la reacción
ATPasaen distintas condiciones.
En todos los casos se trata de diferentes preparaciones cromatofóricas y las velo
cidades de reacción son detenninadas en el estado estacionario. La distribución de
temperaturas y la de tiempos para cada una de ellas es del orden de la indicada en
la F19. 32. La concentración de ATP/Mg2+usada es 2 mM/2mM, salvo en los experimen
tos en los que se señala otra cosa. En varios casos, tal como se indica, la Ea fue
estimada sólo a partir de 2 6 3 temperaturas. En los gráficos de Arrhenius de las
reacciones inducidas por FCCPde los experimentos N°5 y 12 ocurren llquiebres” hacía
abajo artificiales a temperaturas bajas (ca. 8°C). En esos experimentos se usó una
única concentración de FCCP(1,5 uM) y no se controló el pH a cada temperatura, ver
discusión en el
de alta temperatura.

texto. En esos casos, la Ea indicada es la que c0rresponde a la rama
1 n.d.: no se determinó.

1h1
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Efecto del pH (7.ü a 8,6) sobre la velocidad de fotofosforilacíón endógena en
aeroBïosís a Q"C y 30°C.

El buffer es Tricína-NaOH para todo el rango de pH. Tiempos de reacción: a ü°C:
l-2-h-6-8 mín y a 30°C: 15-30-h5-60-90 seg. El curso de la reacción es rectílï
neo en todos los casos. Estas reacciones pertenecen al mismoexperimento que las
mostradas en la Fig. le.



‘x\l4°\\ Ea = 9.I
3.0as \¡
a2 \xb \\\\x
La l

L4 l l
l.0 ‘\x Eo=2H>
oa \.\
0.

0.4 L
33 30 25 20 |5 IO 5 2
lárfil v l AI v l I l l I I 1 I I l l] ¡4%

13 ¿4 35 16

' : I\{-io.9IAJ.

¡unolATP.mgBchl'!rnin'l

1 Eo=l46

°C
33 30 25 20 |5 lO 5 2

‘ T i y I lu y ¡ ' v I I ‘ I I-r'H-'_1’—T_T3 .3.4 i. -I 3
Ti K ¡|0)

F'gura 35
Gráfico de Arrheníus para la fotofosforilación endógena llevada a cabo aeróbica
y anaeróbicamente.
3- Reacción aeróbica. El pH es 8,0 para todas las temperaturas. Las representacio
nes I y ll son dos tipos de comportamiento encontrados en estas condiciones, ver
el texto.

b- Reacción anaeróbica.Las condiciones de reacción son las mismas que en a. La
anaerobiosis se provoca tal comose describe en “Materiales y Métodos”.

Tanto en el caso de E como en el de b, los cromatóforos (10 ug Bchl) se añaden
en OSCUridada 30°C y luego de 5 min los tubos son retennostatizados durante otros
5 min a la temperatura deseada. La reacción se desencadenó prendiendo la luz. En
todos los casos la velocidad se calcula de la pendiente de una curva de tiempo
(6 tiempos experimentales). La reacción es desarrollada en el intervalo compren
dido entre 30 seg a 6 min en el rango de 3°C a 18°C y entre 15 seg y 2 min en el
rango de 20°C a 30°C. Los experimentos a-ll y b fueron hechos el mismo dia y con
la misma preparación de membrana, mientras que el experimento ¿fl fue hecho con
otra preparación. También se obtienen los mismos resultados que ¿fill en dos expe
rimentos independientes usando luz roja (ver espectro en la Fig. 9) y una concen
tración de cromatóforos de 1 ug Bchl.ml'1 (no se muestra). Las Ea son en Kcal.mol'1.
En todos los casos se usan membranas no congeladas provenientes de células no
congeladas.
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figura 36
Gráfico de Arrhenius de la actividad de fotofosforilación catalizada por PMS
200 uMen condiciones aeróbicas.

El pH (valor óptimo) establecido para la reacción es 8,7 entre 2°C y 17°C y 8,0
entre 19°C y 32°C. La reacción se desencadenó con la adición de cromatóf0ros
(l ug Bchl.ml'1). Las velocidades graficadas son las iniciales y son calculadas
de la pendiente de las respectivas curvas de tiempo (6 tiempos experimentales).
Para todo el rango de temperatura la reacción es desarrollada en el intervalo com
prendido entre 5 seg y 60 seg. En este experimento se adiciona un filtro rojo en
el sistema de iluminación descripto en “Materiales y Métodos”, ver Su espectro
de transmisión en la Fi . 9. El valor de Ea es en Kcal.mol'¡.
Se usa una preparacion %e membranas no congelada proveniente de células no congeladas.
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57 Rango de Condiciones Forma del
Q; g temp. Tipo de de gráfico de Ea OBSERVACIONES
u (3 (°C) membrana reacción Arrhenlus

1 lO a 35 8.1

2 3 a 38 7,3
Células y menbra

3 w 7 a 38 nas congeladas Aeróbica 7’6
1+ 3a 38 PMS so uH 11.8 pH = 8,0 ¿justa

6 3 a 38 10,3

7 3 a 30 Recta en 10’3
toda su
extensión pH = 8’7 para e]

¡2 5 rango 2 a 17°C.’

8 FR] 2 a 3] Células congela- pH a sío parÏoÉ]das, membrana Aeróbica rango 9 a 3
no congelada PMS 200 uM

pH = 8,7 ajustado
9 2 a lO 12.1 a 5°C. Luz roja

l ug Bchl.ml'1

¡o w ,
3 a 30 16'8 pH = 8,0 ajustado

a 20°C

11 3 a 33 “"0

pH = 8,0 contro
l3.7 lado a cada

12 3 a 30 temperatura
_— ' ' II ° II

Aeroblca Quiebre pH = 8,7 para e,
PMS 50 uM hacia 18 9 el rango 3 a 18°C

Células y mem- abajo ’ pH = 8,0 para el
13 3 a 31 branas no con_ rango 2l a 3l C

FRl—-- geladas
pH = 8,7 para el

15 o rango 3 a 15°C
1h 3 a 36 ’ pH = 8,3 para el

rango 19 a 36°C

pH = 8,7 para el
Recta en rango 2 a 18°C

. Aeróbica toda su pH = 8,0 para el
15 2 a 32 PMS 200 M extensión 12’6 rango 20 a 32°C.

u Luz roja-1 ug
Bchl.ml‘1

Tabla 6
Resumende diversas determinaciones de las energias de activación de la reacción JJ
fosforilacíón mediada por PMSen distintas condiciones.
El número de diferentes temperaturas estudiadas en cada intervalo varia entre 8 y 12. En
general, los tiempos experimentales son 10-20-30-h0-50-60 seg. Se usó luz blanca y 10 ug
Bchl.ml'1 salvo que se indique otra cosa. Tal como se explica en el texto, los experimen
tos que muestran un “quiebre” hacia abajo estan desaturados de PMSa temperaturas altas
y la Ea (Kcal.mol'1) indicada en esos casos corresponde a la de la rama de bajas tempera'turas.

Foto
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Figura 37
Curso de ia reacción de fotofosforilación a h,5°C llevada a cabo por muy bajas con
centraciones de cromatóforos y mediada por PMS200 uMcon luz blanca y con luz
roja.
La concentración de cromatóforos es equivalente a 1 ug Bch1.ml'1.
A - Se usa el sistema de iluminación descripto en “Materiales y Métodos”.
B - Igual que A, pero adicionando un filtro “rojo” cuyo espectro se muestra en la
Fig. 9. En ambos casos se eleva la tensión sobre la bateria de lámparas a 225 V
con un autotransformador “Variac”. Las velocidades se expresan en umol ATP.mgBchl".
mín'Ï. La curva B está desplazada hacia arriba por razones de claridad.
Nota: La preparación de cromatóforos usada en este experimento muestra una actividad
de fotofosforilación eXcepcíohalmente alta y es la mismaque la usada en ia Fig.“3.
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Figura 38
Efecto del pH (7,4-8,7) sobre la velocidad de fotofosforilación catalizada por
TMPD so “M a 3Vc y‘30"c.

El buffer es Tricina-NaOH para todo el rango de pH. La reacción se lleva a cabo
aeróbica y anaeróbicamente (ver “Materiales y Métodos”). Tiempos de reacción en
todas las condiciones: 10-20-30-#0-50 seg. El curso de la reacción es rectílfneo
en todos los casos. Las mezclas de reacción para las reacciones aeróbicas y anaeró
bícas son, a cada pH, alïcuotas de una misma mezcla. Este experimento se lleva
a cabo con membranasno congeladas almacenadas en hielo durante h dias, provenien
tes de células sin congelar.
Nótese la diferencia que existe en el curso de la_reacción (linealidad) a bajas con
centraciones de mediador redox respecto de cuando se usa PMS, ver Figs. 10 y ll.
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Figura 39
Fotofosforilación a 3,3°C y 30°C catalizada, en condiciones aeróbicas, por un trans
portador de electrones artificial (TMPD).
El pH es 8,0 a ambas temperaturas. Tienpos de reacción: a 3,3°C: 10-20-30-h0-SO
seg; a 30°C: 15-30-45-60 seg. El curso de la reacción es rectilineo en todos los
casos. La concentración de TMPDque provee el 50% de la velocidad máxima es 60 uM
a 30°C y 10 pH a 3,3°C. La'concentración de cromatóforos es 5 ug Bchl.ml'l. Este
experimento se lleva a cabo con la misma preparación de membrana usada en la Fig.
38, pero con 8 dias de almacenamiento en iguales condiciones.
Notese la diferencia que existe en el curso de la reacción (linealidad) a bajas
concentraciones de nediador redox respecto de cuando se usa PMS, ver Figs. 10 z 11.
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Figura 40
Gráfico de Arrhenius de la actividad de fotofosforilación catalizada por TMPD
50 uH en condiciones aeróbicas y anaeróbícas.
El pH es 8,0 a todas las temperaturas. La preparación cromatofórica es la misma
que se usa en la Fig. 39. En todos los casos, los tiempos de reacción son: 10-20
30-h0-50 seg.
Las Ea se indican en Kcal.mol'1.
A- La reacción se lleva a cabo aeróbicamente. El simbolo vacio indica, sobre la
base de la información de la Fig. 39, cuál debió haber sido la velocidad de la
reacción si el sistema estuviera saturado con TMPDtambién a 30°C,y el trazo pun
teado, que lo une con los de las temperaturas bajas, sugiere cuál hubiese sido
el compOrtamíento general.
B- La reacción se lleva a cabo en iguales condiciones que en A pero anaeróbícamen
te. La anaerobiosís se provoca tal como se describe en “Materiales y Métodos“.
Para ambas condiciones se procede en los demás detalles tal comoestá descripto
en la Fig. 35.
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F'gura hi
Representaciones de Lineweaver-Burk para ADPvariable y Pi 2 mMconstante de la
reacción de fotofosforilación a diferentes temperaturas. Se estudia en condiciones
de transporte de electrones endógeno o mediado por PMS200 uM.

Las velocidades se expresan en umol ATP.mgBchl-1.min-1.
Se indica además, la inhibición por sustrato (2|) que presenta la reacción estu
diada a 0,9 mMADP respecto de la Vmaxestimada. _¡
La concentración de cromatóforos es equivalente a 10 ug Bchl.m| y se usa luz
roja; ver el espectro de transmisión del filtro en la Fi . 9. La intensidad de
la luz es aproximadamente 700 uE.m' .seg'1 medida sin el ?iltro. El tipo de mem
branas es el descripto en “Materiales y Métodos“ (Moo).
A - La reacción se desarrolla en ausencia de catalizadores redox exógenos y el
pHes 8,0 para todas las temperaturas.
Los tiempos estudiados son a 5°C: 15-30-60-90-120 seg; a 17°C: 15-30-hS-60-90 seg;
y a 30°C: 10-15-20-25-30 seg. En todos los casos todo el curso de la reacción es
rectilineo.
B - La reacción se desarrolla en presencia de 200 uMPMSy el pH es 8,7 para las
reacciones a S°C y 17°C, y 8,0 para las estudiadas a 30°C.
Los tiempos estudiados son 10-15-20-25-30 seg para las tres temperaturas. La reac
ción es rectilinea en todo su curso a 5°C, pero en el caso de las desarrolladas
a 17 y 30°C se deben estimar las velocidades iniciales en las reacciones con ne
nos de 50 uMADP. En ningún caso se observó “lag”.

Ver la representación de Arrhenius de las Vmaxy de las v 0,9 mMADPdïSeSte experimento en la Fig. #2. Ver un experimento similar a A 20°C en la Fig. 2 .
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Figura MZ

Representaciones de Arrhenius de ia reacción de fotofosforiiación con dos concen
traciones de ADPdiferentes.

las velocidades de la reacción iievada a cabo en condiciones stándardSe consideran
(2 mMPi y 0,9 mMADP) (v), o las velocidades máximas aparentes (Vmax), a partir
de gráficas de Lineweaver-Burk variando ADPy manteniendo constante Pi 2 mM.Es
ta información proviene de los experimentos mostrados en ia Fig. hi.
A- Reacción endógena
B- Reacción catalizada por PMS200 uM
Todas las reacciones se llevan a cabo con luz roja (ver ei espectro de transmisión
dei Filtro en ia Fig. 9) y ia concentración de cromatóforos es equivalente a iO
ug Bchi.mi'1.
Los vaiores duplicados indican ia incertidumbre máximaen ia estimación de la ve
locidad de un mismo experimento. 1
Las pendientes de ias rectas expresan una Ea aparente en Kcai.mol_
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F'gura 43
Efecto de ia intensidad de luz sobre el gráfico de Arrhenius de la reacción de
fotofosforílacion mediada or PMS200 M.
Se varia la intensidad de luz cambiando la tensión, con un autotransformador llVa
riac“, sobre el sistema de iluminación descripto en “Materiales y Métodos”. En
A y B, se usa luz roja, ver el espectro del filtro en la Fi . 9. En C la luz no
se filtra. La “intensidad de lui” se indica para cada grafico por medio de la ten
sión aplicada.
La concentración de cromatóforos es equivalente a lO ug Bchl.ml'1 en A y C, y a
l ug Bchl.ml'1 en B.
A y B- La reacción se lleva a cabo en presencia de PMS200 uM. En ambos casos los
tiempos de reacción son: para 2-10°C: lS-30-h5 seg -l-2-h-6-8 min y para 20-30°C:
15-30-h5 seg -1-l,5-2-3-h mín. A temperaturas menores de 10°C y con luz alta
(225 V) se consideran las fases iniciales (no inhibidas)mientras que con luz baja
(150-75 V) se consideran las fases de estado estacionario que se establecen des
pués de aproximadamente 1-2 min para mantenerse luego rectílineas. A temperaturas
altas (ZC-30°C) todas las reacciones son rectílineas en todo su curso.
C- La reacción se lleva a cabo en ausencia de PMS. La linea entera muestra el com
portamiento aparente, mientras que la punteada es una posible Interpretación, de
bida a la falta de datos, sobre la base de otros estudios, por ejemplo Fi . 35 a,
representación ll. Los tiempos de reacción sont para 3-7°C: lS-30-h5 seg -1-2= -6
min; para 9-30°C: 15-30-h5 seg -l-l,5-2-3 min. En todos los casos todo el curso
de la reacción es rectilïneo.
Las Ea se indican en Kcal.mol'l.
En A, B y C se usan membranas no congeladas provenientes de células congeladas. Es
ta preparación también fue usada en la Fíg. 37.
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Figura #3 bis
Modelo sobre el mecanismo de acoplamiento endógeno y el del mediado por PMS, tenien
do en cuenta los datos cineticos de esta Tesis.
A- Gráticos‘gs ArrhenÍUS de la sintesis de ATP
g, g y g: Son las representaciones para el sistema mediado por PMS.Las lineas ente
ras consisten en la lnfonnación obtenida en este trabajo. Las rectas coincidirian
con la dependencia de la temperatura de la constante catalitica (K cat) del factor
de acoplamiento (F1-Fo). a, g y g resultarian del producto de la K cat por el núme
ro de factores de acoplamiento activos en el estado estacionario.
g: Representa al sistema endógeno en presencia de oxigeno. Concerdaria con la depen
dencia de la temperatura de la constante catalitica del transporte de electrones a
una detennlnada intensidad luminica y asi con la frecuencia de translocación de
“cuantos” al “compartimiento localizado“.
B- Comportamiento teórico del nivel de energia del sitio inmediato al activo en fun
ción del namerode protones translocados por el transporte de electrones fotosíntético
e Sistema endógeno. j: Sistema mediado por PMS
El asterisco en e indica que el sistema endógeno tiene una capacidad de acumulación
de H+ muy limitada.
I: Nivel minimode energia necesario para la sintesid de ATP, en el sitio inmediato
al activo. II: Nivel máximode energia acumulable en el cromatóforo.
C- Curso teórico de la energiñación de la membrana
g, h e i: SistemÉ’mediado por PMS en orden creciente de condiciones que favorezcan
el establecimiento de un alto nivel de energia de la membrana.
i. Sistema endógeno
I y II: Igual que en B.
D y E- Esguema del modelgkpara el sistema endógeno y para el mediado por PMSres
pectivanente
El grosor de las flechas que representan el flujo de protones sólo tiene importanci
relativa en cada gráfico particular.



-151}

V. Descripción de un fenómenode inhibición transitoria en la fase pre-estado esta
cionario en la actividad ATPasica de cromatóforos. *J________________.________..

V.l Introducción

El contenido de energia de la membranaparece ser un factor que gobierna la ac

tividad de ATPasa del factor de acoplamiento (51,129 ). En Rhodospirillum rubrum

(195.20“,205)yen Rhodopseudomonascapsulata (193,206), tanto la energízación por
luz como la disminución de la retropresión de H+, a través de la adición de un de
sacoplante, modifican la actividad hidrolitica de la enzima.

Tambiénexisten otros factores que afectan la actividad de ATPasa de membranas,
tales comoMg+2libre(196204,205)y aniones activantes (19h,196).

En el Capitulo Ill se ha detenninado que durante la fotofosforilacíón a baja
temperatura se desarrolla una inhibición irreversible de esa mismareacción, que
podria estar inducida por un desbalance entre la acumulación de energia (transduci
da de la luz) y la disipación provista por la propia reacción de fosforilación (de
pendiente de la energia de la membrana)a nivel del factor de acoplamiento.

En este capitulo, se estudia con detalle el curso de reacción de la hidrólisis
de ATPllevada a cabo por cromatóforos, en especial a bajas temperaturas. La presen
cia de un complejo comportamiento de pre-estado estacionario y su respuesta a la
energízación por luz y a la disipación de la energia (acumulada comoun gradiente
de H+, o al menos en alguna forma en equilibrio con aquél) por un desacoplante su
gieren que la enzima podria detectar desbalances entre contenidos de energia locali
zados diferencialmente en el cromatóforo.

V.2 Caracterización inicial

La Fig. bh muestra el curso de la reacción de la hidrólisis de ATPpor cromató
foros. Inicialmente, luego de un “lag” de duración variable, la velocidad de la reac
ción aumenta, alcanza un máximoy luego disminuye para entrar finalmente en un es
tado inhibido (“plateau”). Luego de un periodo (1-3 min) de actividad nula o muy
reducida, la hidrólisis aumenta nuevamente para comportarse de manera lineal, sin

discernírse oscilaciones (ver en detalle un tramo de esta última fase en la Els;
29), por un periodo de hasta por lo menos 40 min según la temperatura. Este último
representa el estado estacionario de la reacción. se ve claramente que todo el

(*) Parte de estas investigaciones fueron realizadas en colaboración con la Lic.
L.N. Benzacar.



comportamiento descripto es más conSpicuo a temperaturas relativamente bajas. En
general, la disminución de la temperatura aumenta la duración del “lag” y la del
“plateau”. Sin embargo, para diferentes preparaciones de membrana, se necesitan um
brales de temperatura tanbién diferentes (5-20°C) para poder ver el fenómenocon

claridad. A temperaturas altas(en general 30-b0°C) se detecta sólo una liberación
lineal de fosfato. o

Estos resultados se obtienen tanto con la fracción de cromatóforos “pesada” co
mo con la “liviana”, tal comose pueden separar por un gradiente discontinuo de sa
carosa (ver “Materiales y Métodos“, Il.2). Tambiénes indistinto el resultado si
las células provienen de un cultivo en crecimiento exponencial (en fermentador) o
de un cultivo tardío gue entró ya en el “plateau” de la curva de crecimiento.

Se debe recalcar que parece existir una relación estrecha tanto de la preparación
de membranascromatofóricas comode su enVejecimiento con la reproducibilidad de es

te fenómeno. En efecto, si bien el comportamiento general de la reacción se puede

reproducir siempre (estableciendo tenperaturas suficientenente bajas), en cambio
es muchomás dificil reproducir exactamente las caracteristicas notables del curso
de la reacción, tales comoson las velocidades y duraciones de las distintas fases
y los tiempos en que cada una de ellas se manifiesta luego del desencadenamiento
de la reacción. Es de suponer que variaciones (no controlables) en las condiciones
de sonicación pudieran ser algunas de las causas de la irreproducibilidad. En este
sentido, se puede señalar que, con algunas preparaciones cromatofóricas, la fase
transitoria pre-estado estacionario se repite por más de una vez, mostrándose con
secuentemente más de un perfodo de actividad e inactividad de la hidrólisis, ver
555.15 A, ¿+6A 156.

Para comprobar que la liberación de Pi se debfa exclusivamente a la hidrólisis
de ATPse realizaron los experimentos que se comentan a continuación.

El mismocurso de reacción se obtiene si la hidrólisis se desencadena con el

agregado de cromatóforos (como lo es en la mayoria de los experimentos acá realiza
dos), o si los cromatóforos se preincuban en oscuridad en ausencia de ATPdurante
5-15 min y luego se desencadena la reacción a la misma temperatura (lO-30°C) con

el agregado de ATP, ver por ejemplo la Fig. #5 A.

En la Fíg. 45 B se observa que el inhibidor de la transferencia de energia oli
gomicina, inhibe casi completamente todas las fases descriptas.

Además, todo el curso de la reacción depende de la presencia de ATPexógeno (fig¿

45 C, D y E). Este experimento se hizo a temperatura alta con la intención de acele
rar una eventual liberación de Pi independiente de la presencia de ATP.

Por otra parte, un ensayo preliminar, midiendo la hidrólisis de AT32P,sugiere
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una curva de tiempo similar a la detectada midiendo la liberación de Pi colorimétri
camente (no se muestra).

Cabe señalar acá que la hidrólisis no enzimática del ATPen las condiciones de

reacción, es indetectable en un rango de temperaturas de 20°C a 38°C y por tiempos
estudiados de hasta 15 min.

2+ . . - .libre, incluso en pequenas concentracnoComo se sabe que la presencia de Mg

nes, inhibe la reacción ATPásica ( 20h ) y como dichas concentraciones pueden ser

modificadas por el balance nucleótido/catión ( 204 ), es que se realizaron los ex

perimentos de la Fig. #6. Relaciones de concentración milimolar de ATP/Mg2+que
varian entre 7/1 y Z/ü no tienen influencia sobre la manifestación general del fe

nómeno. Altas relaciones ATP/Mg2+aumentan la velocidad de hidrólisis, disminuyen
la duración de la fase pre-estado estacionario y tienden a reducir la aparición de
oscilaciones múltiples (cuandoexisten) antes de la entrada en el estado estacionario.

Con la intención de contrastar una hipótesis inicial que proponía que el fenó
menodepende, por una parte de la integridad del factor de acoplamiento y por otra
de una interacción entre aquél y la membrana, se llevaron a cabo dos tipos de expe
rimentos preliminares.

Por un lado, se extrajo la porción Fl del factor de acoplamiento sonicando en
presencia de EDTAl mM( 112 ). La preparación, que resultó insensible a oligomici
na y preferentemente dependiente de Ca2+, caracteristicas tales del Fl aislado
(129. 51 ), muestra un curso de reacción fundamentalmente rectilineo desde su de

sencadenamiento tanto a temperatura alta como a baja, ver Fig. #7? La mencionada
insensibilídad a ollgomicina (100 uM) fue probada preincubando la preparación lO
min en hielo en mezcla stándard de ATPasa salvo por la ausencia de ATPy desencade

nando luego la reacción con ATP2 mM,tanto del tratamiento como del control, a 30°C

y estudiándola durante 10 min.
Por otro lado, se estudió la reacción ATPásica, previo un pretratamiento de los

Cromatóforos con el detergente Tritón X-lOOcon la intención de desorganizar la es

tructura de la membranaaCOPlante,ver la Fig. #8. Concentraciones de hasta 0,2% (v/v)
no producen variaciones significativas del comportamiento, aunque si se observa una
prolongación de la duración del “plateau“. Sin embargo, concentraciones más altas
(O,h%)eliminan la primera fase. No se probaron concentraciones superiores de deter
gente pues éste interfiere en la colorimetria.

Estos dos resultados sugieren que, en efecto, la existencia de la fase pre-es
tado estacionario descripta aqui, podria estar relacionada con la forma completa
de la enzima (Fl-FO) y con una adecuada integridad de la membranacromatofórica.

(*) En la interpretación de este resultado se debe tener en cuenta que en la pre
paración enzimática hay presente ATP2 mM,ver II.}.
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Si se estudia ia reacción con ATPdisuelto inmediatamente antes del ensayo, se
obtienen los mismos resultados ya descriptos.

Por otro lado, experimentos preliminares muestran que el comportamiento tipico
de la reacción tampoco cambia si se la desencadena en una mezcla de reacción que

contenga ADP50 uM(concentración equivalente a la que, en general, existe en el
mOmentoen que se establece el “plateau”).

Estas dos últimas observaciones (no mostradas) se refieren a la posibilidad de
que la inhibición (“plateau”) se origine a partir de la acumulación de cierto nivel
(bajo) de producto (ADP), el que actuaria de alguna manera regulatOria sobre el fac
tor de acoplamiento en su actividad hidrolïtica (20h,205).Sin embargo, los resulta
dos señaiados descartan el mencionado hipotético papel del ADPcomocausante direc
to del “plateau”.

V.3 Reproducibilidad de la fase pre-estado estacionario luego de una preincubacíón
en condiciones de ATPasay/o fotofosforilación.

Las evidencias de la reproducibilidad provienen de los siguientes experimentos.
Las membranas cromatofóricas que fueron preincubadas

i) en oscuridad en “buffer de sonicación“ a 30°C (Fig. #9 F) o

2) igual que l) pero a 10°C (Fíg. 49 A)
3) o en oscuridad en mezcla de fotofosforilación a 30°C sin PMS(Fi . 49 G) o

A, .—JL——————

5

v igual que 3) pero con PMS50 uM (no se muestra) o

V que sufrieron un “ciclo” de ATPasaen oscuridad hasta el estado estacio

nario a baja temperatura (Fig. #9 E) o
6) un “ciclo” de fotofosforilación mediada por PMS50 uM (no se muestra),

luego de ser recuperadas por ultracentrifugación a través de un “colchón” de saca
rosa 20% (p/v), muestran de nuevo este comportamiento transitorio.

Se encuentra el mismo resultado Fig. #9 C si la membrana se pretrata de la si
guiente manera:

7) a) Se somenten los cromatófOros a un “ciclo” de ATPasa (ya sea en mezcla

de reacción stándard o con 2 mMATP/i mMCleg, obteniéndose los mismos

resultados) a baja temperatura hasta el estado estacionario y se los

recupera luego por ultracentrifugación.
b

V Los cromatóforos asi recuperados se someten a un “ciclo” de fotofosfo
rilación a 30°C con PMSSO uMy Se los recupera nuevamente pOr ultra

centrifugación.
El control de este experimento es el mostrado en la Fig. k9 B.
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Los cromatófOros se preincuban en mezcla de fotofosforílación con PMS

SO uMpero en oscuridad, observándose el mismo comportamiento que en

el tratamiento (Fig. #9 C).
Estos experimentos muestran que el fenómeno depende del desencadenamiento de la

reacción. Es decir, no se agota con un sólo “ciclo” de hidrólisis de ATP. De igual
manera, ni el hecho de que la enzima haya recorrido ei ciclo catalitíco en sentido
inverso, ni su enfrentamiento con el estado de alta energia de la membrana, provis
to por la luz durante el tratamiento previo de fotofosforilación en presencia de
PMS50 uM, evitan la reaparición del fenómeno.

Sin embargo, si el pretratamiento por reacción de fotofosforilación transcurre
en ausencia de catalizador redox (PMS)no se ha podido detectar la fase pre-estado

estacionario, ver Fig. #9 H. Esto resulta dificil de explicar. En este aspecto se
contempla la posibilidad de que ei sistema global si cambie “irreversiblemente” sus
potencialidades respecto de la aparición de la fase pre-estado estacionario de su
actividad ATPásica, si ei “ciclo” enzimátíco de fotofosforilación previo transcurre
a baja velocidad y/o con bajo nivel de energia, tal como lo determina la ausencia
de PMSen esa reacción.

V.h Correlación entre la cinética de hidrólisis de ATPy el establecimiento del es
tado de alta energia del crgmatóforo.

Dado que el contenido de energia de la membrana parece gobernar el funcionamien
to dei factor de acoplamiento (ver Introducción), entonces la etapa de la reacción
en condiciones de desequilibrio previa a la entrada al estado estacionario podria
estar caracterizada por variaciones de la actividad dependientes dei nivel de ener
gia, tal vez comolas detectadas en estos experimentos. Estas variaciones podrian
estar producidas por una auto-modificación (estimulación) de la actividad cataiïti
ca de la enzima a través de la hidrólisis de ATP, que provoca el bombeode protones

hacia el interior del cromatóforo y el consecuente aumento de su nivel de energia.
Se ha investigado esta hipótesis, por un lado comparandoel curso de la reacción

ATPásica y el de la energización de los cromatóforos mediada por aquella y por otro
lado, correlacionando el efecto ejercido por dos agentes exógenos, relacionados con
el nivel de energia de la membrana, sobre este comportamiento particular de la ci
nética de hidrólisis de ATP.

Los factores estudiados son:

i) Efecto de la provisión de energización suplementaria a través del transporte de
electrones fotosintéticos.

2) Efecto de un desacoplante en concentraciones óptimas para estimular la hidrólisis
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de ATPy en concentraciones altas que provocan inhibición.

Se estudió de manera paralela la liberación de Pi y el “quenching” de la fluo
rescencia de la 9-AA(123-125, 51) ambos resultantes de la hidrólisis de ATP.

En la Fig. 50 se observa que-el máximonivel de ApH, se establece de manera tal,
que la membrana está casi completamente energizada en el momento en que el periodo

de inhibición en la liberación de Pi está por tenninar. Sin embargo, el nivel de
energía durante la fase de estado estacionario no sufre ninguna variación sustancial
y no hay indicación de fluctuaciones en el cambio de ApH, paralelas al fenómeno des
cripto en la hidrólisis de ATP.

No se ha podido explicar de qué manera casi un máximo de “quenching” de la fluo

rescencia (máximonivel de energia) puede coexistir con el estado lnhibido de la
ATPasa.

Se debe señalar que lO uM9-AA no afecta el patrón de cinética de ATPasa. pero
si provoca un efecto inhibitorio del hoz en el estado estacionario.

Los controles que se muestran en la Fig. SOson coherentes con el criterio acep
tado de que el “quenching” de la fluorescencia de la 9-AArefleja la construcción
de un gradiente de pH transmembrana. En este sentido, nótese que la adición de oli
gomicina o FCCPresulta en una recuperación del nivel de fluorescencia original.
Esto es el reflejo de una liberación neta de los protones que habian sido previamen
te translocados al interior de la vesícula cromatofórica. La oligomicina bloquea
la actividad translocadora de protones del factor de acoplamiento dependiente de
ATP, inhibiendo concomitantemente la hidrólisis. Por su parte el FCCPaumenta la
permeabilidad de la membrana a los H+.

Por otro lado, la luz (en ausencia de PMS)aumenta, sólo de manera parcial pero

reversiblemente, el ApHconstrufdo por la ATPasa.
Estos experimentos muestran que:

l) El rango de tiempo en que varfa (aumenta) el nivel de energia (ApH) hasta esta
blecer un nivel de estado estacionario, es del mismoorden de aquél en que ocurre
todo el comportamientode pre-estado estacionario en la liberación de Pi.
2) En el momentoen que se presenta la inhibición de la reacción ATPasa, el nivel

de energia de la membranaes alto, aunque inexplicablemente, ni se colapsa el gra
diente de protones, cuando está inhibida ni aumenta aceleradamente al reiniciarse
la reacción con el comienzode la fase estado estacionario de la hidrólisis.

V.5 Efecto de la luz sobre el fenómenode inhibición en la fase pre-estado esta
cionario

Las Figs. 51, 52 y 53 muestran que la luz afecta la actividad ATPásica tal como
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lo han mostrado otros investigadores (1h7,193.195.198,20ü-206).
Sin embargo, es interesante notar que la luz afecta la reacción de manera dife

rente dependiendo del preciso instante en el que se la suministra.

Si la luz se provee en el estado inhibido (Fig. Si a) la duración de éste se
prolonga, luego la velocidad de hidrólisis aumenta y el sistema sufre un segundo
fenómenotransitorio repitiendo el patrón inicial de hidrólisis.

A veces, a ese segundo fenómeno le sigue un tren de tres o cuatro fenómenos tran

sitorios que en todas sus caracteristicas son más pequeños que aquel (Fig. 52 A).
En cualquiera de los casos, el curso de la reacción se reestabiliza en un esta

do estacionario.

En un experimento similar, cuando la luz se apaga durante el estado inhibido
(“plateau”), la velocidad de reacción aumenta inmediatamente, sufre una segunda ¡nhí

bición transitoria y adopta luego un comportamiento de estado estacionario (Fig. 51 b
y Fíg- 53 B).

La Fíg. 52 B muestra el efecto de un pulso de luz en el estado estacionario.
Durante el periodo en que la luz está prendida no se alcanza a observar ningún efec
to, sin embargo luego de apagarla, la reacción se desvïa del curso original, repro
duciendo un fenómenosi ilar, aunque no idéntico, al observado en el pre-estado es
tacíonarío.

Los estados estacionarios que se establecen luego de un pulso de luz o al dejar
la luz prendida, pueden estar inhibidos de 0%hasta un 50%según los experimentos.

Finalmente y de manera más controvertida, si la luz se suministra desde el prin
cipio de la reacción, en algunos casos la inhibición transitoria no se observa, la

velocidad es mayor y la reacción es lineal por lo menos hasta 8 min, ver Fig. S3 E,

sin embargo observar también la Fig. 53 D en la que el comportamiento es diferente.

El comportamiento mostrado en la Fig. 53 E evidencia un efecto activador de la luz.
Sin embargo, pareciera haber una intensidad de luz óptima para mini izar el fenóme
no transitorio y también producir una activación máximade la reacción (esto no fue
investigado detalladamente).

La interpretación de estos datos no es obvia. Es más, se observó que en algunos
experimentos, la luz provista en el estado inhibido no alarga dicho estado.

Se puede postular, en principio, que la luz tiene un efecto doble. Aumenta la
actividad enzimática a través de algún mecanismo no determinado y por otro lado tam
bién la inhibe, probablemente a través de su contribución a la retropresión de H+.
El efecto ¡nhíbitorío se reflejarfa, por un lado en un alargamiento del “plateau”
y por otro en una velocidad de estado estacionario menor, tanto cuando la luz se
mantiene prendida como, a veces, cuando se la apaga durante el experimento.



-161

La posibilidad de una oscilación (actividad-no actividad) en el funcionamiento
del factor de acoplamiento al hidrolizar ATP(en oscuridad, al iniciarse la reac

ción gig, #5 A, #6 A y 56),o inducida por la luz en ausencia de PMS (Fig. 52),o en
idénticas condiciones pero agregando PMSS uMal prender la luz (no se muestra))es

sugestivamente apoyada por los resultados encontrados en la Fig. 5h. El mero inter
calamiento de un periodo de oscuridad en la segunda fase de la fotofosforilación

mediada por PMSa baja temperatura, ver Capitulo III, provoca que el subsiguiente
curso de la reacción se torne oscllante, en el sentido de alternar periodos de ac
tividad e inactividad o incluso de sintesis e hidrólisis. Aunqueeste estudio es
preliminar, el comportamiento general fue reproducido con dos preparaciones de nem
brana diferentes en las siete oportunidades en que se lo provocó.

Nótese que en la Fig. 3 las curvas D y E tienen un desarrollo experimental simi

lar al de la Fig. 5h. Sin embargo, aparentemente no se distinguen los mismos resul

tados. Esto puede ser debido, muyprobablemente, a que en la Elg;_1 ni la duración
de dichas reacciones, ni la resolución fueron suficientes comopara detectar una
oscilación. En efecto, se debe notar que la pendiente “global” de las curvas D y

E de la Fig. 5h coinciden con la de la segunda fase de la reacción A de la misma

figura, tal c0mo ya se mostró en la Fig. 3.

V.6 Efecto de un desacoplante (FCCP)sobre la fase pre-estado estacionario.

La Fig. 55 a y b muestra el efecto de dos concentraciones diferentes de desaco
plante. La Fig. 55 a muestra el efecto de una inducción por FCCP, cuando este se
provee en diferentes momentos de la reacción. Una concentración óptima de FCCP

(2 pH) aumenta la actividad de ATPasa independientemente del instante en que se
lo provee y la tendencia es que la fase pre-estado estacionario (tanto el “lag” co
moel periodo de inhibición transitoria) desaparece o se atenüa notablemente. A al
tas concentraciones de FCCPque resultan inhibitorias (10 uM) se obtienen los resul

tados de la Fig. 55 b. En estas condiciones se observa nuevamente la manifestación
de una fase pre-estado estacionario con un periodo de inhibición transitoria. La
reacción recomienza con una velocidad que decae hasta estabilizarse en un estado
estacionario que está inhibido entre un 50%y 70%respecto del control sin desaco
plante.

Usando las concentraciones óptimas de FCCP,también desaparece la repetición de
la fase pre-estado estacionario (oscilaciones sucesivas) en las preparaciones donde

ocurre, ver Fig. 56. Sin embargo, también se observa que si se usan concentraciones
aunque sólo sean levemente mayores, el fenómeno reaparece.

Cabe señalar que el efecto estimulador de un desacoplante sobre la fase estado
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estacionario, titulando con FCCPa los S min de haberse desencadenado la reacción,

presenta un óptimo de FCCPde alrededor de 2 uN (no se muestra). Este resultado sur

ge de un experimento del cual se muestra una parte en la Fig. 55 a.

Ya se observó en la Fig. 50 que el gradiente de H+ inducido por la hidrólisis
de ATP es disipado inmediatamente por una concentración de FCCPde iO uMy que el

transporte electrónico inducido por la luz tampocopuede reconstruir un gradiente
de protones. El desacoplante colapsa la acumulación neta de H+y no se establece
un ALH+.

Por lo tanto, cualquier efecto de la luz, tal comoel mostrado en la Fig. 55 b
sobre la actividad de Mg-ATPasa,debe estar mediado por algún tipo de interacción
entre el sistema de transporte de electrones y el factor de ac0plamiento que no se
ria afectada por el desacoplante en estas concentraciones. Sin embargodicha interac
ción también podrfa ser un gradiente de protones y entonces se puede postular que
ese gradiente no está en equilibrio rápido con el espacio osmótico general del cro
matóforo dado que este último está comunicado con el exterior a través del desaco
plante, es decir, se trataría de un gradiente de protones intramembrana (más locali
zado).

V.7 Discusión General

Para explicar el curso de la reacción en la fase pre-estado estacionario se po
dria proponer en un modelo empïrico la coexistencia de dos reacciones que liberan
Pi, que procederian en el tiempo tal comose muestra en la siguiente figura.

R.

<——>

Tiempo
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La característica fundamental del modelo consiste en que la reacción (a) se
agota luego de un lapso, mientras que la reacción (b) se mantiene constante, dando

lugar al estado estacionario observado. Ambasreacciones tendrian un “lag” y veloci
dades de reacción susceptibles de variabilidad (flechas). Esta variabilidad podria
depender tanto de la preparación cromatofóríca, comode los diferentes agentes quimi
cos y fisicos probados en estos experimentos. Las diferentes combinaciones de las
duraciones de los l'lag” y de las velocidades respectivas porveezian la aparición,
más o menos marcada, de todos los tramos de la “fase pre-estado estacionario“.

Sin embargo, los hechos de que todas las fases de la reacción dependen de ATP

exógeno y son sensibles a oligomicina, y que el llquenching“ de la fluorescencia de
la 9-AA (ApH) comienza a establecerse desde el desencadenamiento de la reacción, su
gieren que la liberación de Pi previa al estado estacionario está relacionada con
la hidrólisis de ATPa nivel del factor de acoplamiento, operando de la manera cono
cida.

En apoyo a esto último, es de notar que en la gran mayoria de los experimentos
prácticamente no hay reacción en la fase inhibida “plateau” de manera tal que, si
se acepta la hipótesis de los dos procesos liberadores de Pi, la reacción (b) no ha
bria comenzadoaún en el periodo del “plateau” y entonces necesariamente se deberá
aceptar que la primera fase de la curva de liberación de Pi (hasta la l'inhibición”)
tiene que representar una actividad de H+-ATPasa, pues hay intrusión de H+ desde
un comienzo, tal como se indicó arriba.

Denuevo, aceptando la hipótesis de dos reacciones coexistentes, seria compli
cado explicar, por un lado, porqué la segunda reacción (curva b) comenzaría sólo lue
go de un considerable lapso de tiempo de haber finalizado la primera (curva a), y por

otro lado, la aparición de una nueva fase “pre-estado estacionario“ (que a priori
consideraremos homólogaa la inicial) después de un pulso de luz en el “plateau”,
ya que entonces habria que aceptar que además de reaparecer el fenómeno descripto por
la reacción (a), se vuelve a frenar la reacción (b).

A partir de este análisis se consideró comomás plausible la hipótesis de que
todo el curso de la reacción se cumple a nivel del factor de acoplamiento unido a
la membranafotosíntética y que es un mismo sistema enzimático el que pasa por perio
dos de actividad e inactividad.

Noestá claro aún, cuál es el grado preciso de participación tanto de los
protones “localizados” comode los “quimiosmóticos”, en cuanto a intermediarios ener
géticos, en el funcionamiento de la H+-ATPasa reversible Ver lntrOÜUCCÏÓÑl-Z
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Si el fenómenotransitorio descripto aqui, está determinado principalmente por
cambios en el contenido de energia de la membrana, la hipótesis quimiosmótica de a
coplamiento no puede explicar por si isma la existencia de dos niveles diferentes

de actividad (uno activo y otro inactivo, ver Fig. SO) con un contenido de energia
invariante que deberia ser supuestamente paralelo al ApHobservado.

Podria especularse que los protones, ya sean todos o sólo una fracción, son ini
cialmemte bombeados por la ATPasa a un dominio que no está en equilibrio rápido con

el espacio osmótíco principal. Las bajas tenperaturas retardarian aün más dicho
equilibrio.

Por lo tanto, podria ser que la inhibición de la hidrólisis (“plateau”) fuese
producida por una excesiva acumulación de protones en dicho dominio. Se propone que
la duraCión del estado inhibido es prop0rcional al tiempo requerido para disminuir
la concentración local de protones. Las vias de disipación podrian inVOIUCraral es
pacio osmótíco como intermediario o podrian ser “directas” desde la membranahacia
el espacio exteri0r. Es más, el alargamiento del “plateau” por la luz, podria ser
la consecuencia de un aumento de protones en el espacio no-osmótico, prolongando asi
el tiempo requerido para disminuir esta concentración local de protones a niveles
permisívos.

Concentraciones óptimas de FCCPpddrran ser capaces de afectar la concentración

de H+ en ambos dominios y en especial manteniendo en su nivel óptimo a los protones

localizados. Si éste fuera¿el caso, altas concentraciones de desacoplante (FCCPlO pM)
no deberian permitir la aparición de protones en concentraciones inhibitorias en el

espacio no-osmótico, ver sin embargo que en la Fig. 55 b parece ser asi dado que se
repite el patrón de inhibición.

Considerando este último resultado, no se puede ofrecer una explicación, a no
ser que se imponga una nueva restricción a este modelo de regulación.

Si no fuese la concentración absoluta de los protones localizados en dos domi
nios diferentes comose propuso arriba, sino en cambio su relación lo que fuera im
pOrtante, entonces, los resultados con o sin desacoplantes podrian ser explicados su
poniendo lo siguiente. Tanto con altas concentraciones (inhibitorias) de FCCPo en
ausencia de desacoplante, se observa el “plateau” porque bajo esas condiciones, la
relación protones no-osmóticos/protones osmótícos (localizados/no-localizados) ha
aumentadosubstancialmente alcanzando niveles inhibitorios. En ausencia del desaco

plante esto ocurre al principio de la reacción, porque el dominio osmótíco está ini
cialmente “vacfo” de protones.

Con concentraciones altas de desacoplante esta situación es la consecuencia de
una alta disipación de H+ (supuestamente los protones osmótícos dado que el llespacio
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no-osmótíco“ serï insensible a dichas concentraciones del desacoplante FCCP,ver
V.6. Sólo con una óptima velocidad de disipación de protones osnóticos (obtenida al
rededor de 1-2 uMFCCP)que establezca una óptima relación de.protones en ambos do

minios, se podria producir una velocidad de hidrólisis óptima y evitar al mismotiem
po el fenómenotransitorio.

Esta suposición de que protones localizados participan en la operación del sis
tema transductor de energía, está de acuerdo con propuestas similares (22,26,27

28,133).
Por otro lado, es interesante mencionar que se están estudiando diversos modelos

de quimica inorgánica, Orgánica y biológica referentes a “reacciones oscilantes“ en
los que las concentraciones de reactivos y productos no proceden en el tiempo según
las leyes cínéticas clásicas (207).
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Presencia de un fenómenode inhibición transitoria en la fase “pre-estado estacio
nario“ en el Curso de la reacción ATPásica en cromatóforos, a diferentes tempera
turas.
El pH es 8,0 a todas las temperaturas. La concentración de cromatóforos es equi
valente a 1h ug Bchl.ml'1.
Los gráficos de las reacciones a 10°C, 15°C y 20°C están levenente desplazados
hacia abajo por razones de claridad. Con linea punteada se extrapolan las fases
de estado estacionario para facilitar la evidencia de la fase inicial. Las reaccio
nes a 10 y 15°C mantienen su velocidad hasta por 30 min. En el caso de 10°C se
propone, con linea punteada, el curso de la reacción en un intervalo en el que
falta información. Las velocidades de estado estacionario se expresan en umol
Pi.mg Bchl‘1.min‘1.
Se muestra además un gráfico de Arrhenius de la velocidad de los estados estacio
narios. Los dos valores (circulo lleno y vacio) graficados a h0°C son, respecti
vamente, las velocidades de 1a primera y segunda fase detectadas en este experi
mento. La Ea está expresada en Kcal.mol‘1.
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Figura “5
Efecto de un inhibidor de la transferencia de energia (oligomicina) y dependencia
gg ATP exógeno en eT curso de ia reacción de ia ATPasa.
A y B- Inhibición por oligomicina 10 uM. Se preincuban ios cromatóforos (27 ug
Bchl.mi'1) a 10,5°C durante 10 min en oscuridad en nezcia de reacción de ATPasa
sin ATP. El control A, se preincuba en presencia de i ul MeOH.mi‘1mientras que
B se preincuba en presencia de oligomicina (disuelta en MeOH)10 uM (representa
i ui.ml’1 de mezcla de reacción). En ambos casos, ia reacción se desencadena a
la misma tenperatura, con el agregado de 2 mMATP. La velocidad dei estado esta
cionario se expresa en umoi Pi.mg Bchi'1.min'1.
C, D y E- La medición de Pi se hace incubando cromatóforos (hs ug Bchl.mi'1) a
31°C en ausencia de ATP. C- La incubación se hace en oscuridad. D- Igual que C
hasta ios 50 seg, momentoen que se prende ia luz, manteniéndoseia hasta el final
dei experimento. E- Iguai que D, pero todo el experimento transcurre en presencia
de 50 uM PMS.
La flecha indica el momentoen que se prende ia luz. La reacción se lieva a cabo
en una mezcla ünica y el sistema de iluminación es ei descripto para ese caso en
“Materiales y Métodos”, ver II.12.
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Figura #6
Efecto de distintas relaciones ATP/Mg2+sobre el curso de la reacción ATPásica
de cromatóforos.

A Y B son dos preparaciones de cromatóforos diferentes. En ambos casos, la concen
tración de Cromatóforos es equivalente a 26 ug Bchl.ml'l.
A- Temperatura - 10°C. B- Temperatura - 5°C.
Los experimentos hechos con cada preparación fueron realizados en el mismo día.
En el caso B (2 mMATP-2 mMCleg) se estudió sólo la primera fase.
Las velocidades se expresan en umol P¡.mg Bchl'l.mín'l.
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F'gura #7
Hidrólisis de ATPllevada a cabo por cromatóforos y por una preparación soluble
con actividad ATPásica (F1).

A- La reacción es llevada a cabo por cromatóforos (19 ug Bchl.ml'l) en la mezcla
de reacción stándard.
B, C y D- La reacción es llevada a cabo por la preparación soluble libre de mem
brana (_concentraci6n final = 220 ug proteina.ml’l), ver “Materiales y Métodos”
(II.3). B se desarrolla en la mezcla de reacción stándard, mientras que en C y
D el Cl2Mges reemplazado por ClzCa en concentración h mM. La linea punteada es,
en cada caso,un curso de reacción probable.
En todos los casos la velocidad del estado estacionario se expresa en umol Pí.ml'l.
La Ea estimada a partir de las reacciones C y D es 21,ü Kcal.mol'l.
La reacción D muestra una velocidad idéntica a la registrada para F1 de RES. caEsu
lata en ( 112).
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F’gura #8
Efecto de un pretratamíento de los cromatóforos con Triton X-100 sobre la reacción
ATPásíca a 11°C.
Previo a la reacción, se prelncuban los cromatóforos (0,23 mg Bchl.mi'1) con las
concentraciones (v/v) de Tritón X-100 indicadas en la figura durante 15 min en
hielo y oscuridad. Inmediatamente luego de] agregado de Tritón X-100, la suspen
sión de cromatóforos se torna más cristalina. La concentración final de los croma
tóforos en la mezcla de reacción es equivalente a 23 ug Bchl.m1'1, mientras que
la de Trítón X-iOO es 0%, 0.02% y 0.04% en cada caso. La velocidad del estado es
tacionario se expresa en umol Pí.mg Bchl'1.m¡n'1.
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F'gura #9

Eggroducíbílíggd de la fgge pre-estggo estacionario de la reacción ATPasade cro
matóforos luego de una prelncubacíón en condiciones de ATnga o/y fotofosforila
ción. Ver la Ïéyenda en la pág.172.



F'gura 49 (Leyenda)

Reproducibilidad de la fase pre-estado estacionario de la reacción ATPasade Cro
matóforos luego de una prelncubación en condiciones de ATPasao/y fotofostrilacíón.

Luego de los diferentes pretratamientos se trasladan las nezclas de reacción al
hielo y oscuridad. Los cromatoforos se recuperan por ultracentrifugacíón a través
de lO ml de un “colchón” de sacarosa 20% (p/v) en “buffer de sonícación” en un
rotor 60 Ti a 250.000 g por 60 min. Los cromatóforos se resuspenden en “buffer
de sonícación” y seguidamente se llevan a cabo las mediciones de ATPasa. Cada gru
po de experimentos se hace en el misno dfa. A-B-C, D-E y F-G-H son experimentos
hechos con 3 preparaciones de cromatóforos diferentes, respectivamente. Todos los
experimentos fueron reproducidos 2-3 veces con 2 preparaciones de cromatoforos di
ferentes. Las velocidades se expresan en umol Pi.mg Bchl‘1.min'1. Los pretratamien
tos en luz se llevan a cabo en forma de un único “pool” en un vaso de incubación
tal comoel descripto en “Materiales y Métodos”(||.12)y se ilumina de la manera
mencionada para ese caso.

A, B y C- La temperatura de reacción a la cual se estudian las diferentes membra
nas pretratadas es 11°C y la concentración de cromatóforos es equivalente a 20 ug
Bchl.ml’1.
Pretratamientos:
A- Los cromatoforos se preincuban en oscuridad en “buffer de sonicación“ (#3 ug
Bchl.ml'1) a 10°C por 10 min.
B y C- Los cromatóforos se preincuban en oscuridad en mezcla de reacción de ATPasa
a 10°C durante 10 min. Luego de ultracentrifugar comose indicó arriba se los ¡n
cubó en mezcla de reacción de fotofosforilación conteniendo 50 uMPMSa 30°C du
rante lO min en oscuridad (B) o con luz (500 W) (C). Luego de este tratamiento
los cromatóforos son nuevamente recuperados por ultracentrifugación.
D y E- La temperatura de reacción a la cual se estudian las diferentes membranas
es 10°C y la concentración de cromatóforos equivalente a 20 ug Bchl.ml'1.
Pretratamientos:
D- La reaccion se desencadena sin pretratamiento de los cromatoforos.
E- Los cromatoforos fueron preincubados en mezcla de ATPasa durante 6 min en os
curidad a 10°C. Luego fueron recuperados por ultracentrifugación.
F, G y H- La temperatura de reacción a la cual se estudian las diferentes mem
branas pretratadas es 15°Cy la concentración de cromatóforos equivalentes a
8,7 ug Bchl.ml'1.
Pretratamientos:
F- Los cromatoforos fueron preincubados en oscuridad en “buffer de sonicación“
a 30°C durante lO min.
G- Igual que F pero en mezcla de fotofosforilación sin PMS.
H- Igual que G pero en presencia de luz.
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Figura 50
Comparación entre las curvas de_tiempo de la liberación de Pi y del “quenching”
de la fluorescencia de la 9-AA inducido por ia hidrólisis de ATPpor ia H+-ATPasa
de los cromatóforos.

Hidróiísis de ATP. La mezcla de reacción es ia descripta en “Materiales y Métodos“.
La reaccion se desencadena por el agregado de cromatóforos (20 ug Bchl.ml‘1) y
se lleva a cabo a dos temperaturas ( o-——o-—oiS°C)y (o o--o 30°C). Los
númerosen paréntesis indican ia velocidad de “estado estacionario” de la hidró
lisis en umol Pi.mg Bchl'1.min'1.
“QuenchingÜ de ia 9-AA. La composición de la mezcla de reacción es la descripta
en “Materiales y Métodos“. Donde se indica se inició la reacción con el agregado
de ATP2 mM( ). Se muestra además 1a respuesta de la adición en dos pasos
de FCCPhasta 10 uM (--------- -) y también el efecto, dependiente dei tiempo, de
oligomicina 10 uM (------- ——).Donde se indica se prende (“on”) y se apaga (“off”)
ia luz actïníca. La concentración de cromatóforos es en todos ios casos 20 ug
Bchl.ml'1. La reacción se lleva a cabo a 15°C.
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Figura Sl
Efecto de la luz sobre la actividad Mg-ATPásicade cromat6f0ros (l).
a. Efecto de la luz suministrada durante el estado inhibido y mantenida hasta el
Ïinal del experimento.
B. Efecto de la luz suministrada durante el estado inhibido y apagada antes del
final de dicho estado.
En los dos casos la temperatura es de 12°C, y el sistema de iluminación es el des
cripto para los experimentos medidos con una mezcla de reacción única, ver “Mate
riales y Métodos“ (||.12). La concentración de cromatóforos es equivalente a 30 ug
Bchl.ml'l.
En ambas figuras las curvas punteadas representan el mismocontrol de actividad
ATPásica desarrollada totalmente en oscuridad y están levemente desplazadas hacia
abajo por razones de claridad.
Los númerosen paréntesis indican la velocidad de “estado estacionario” de la hi
drólisis en umol P¡.mg Bchl‘l.min'l. Donde se indica, se prende (“on”) y se apa
ga (“off”) la luz.
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Figura 52

Efecto de la luz sobre la actividad Mg-ATPásicade cromatóforos (II).
A- La reacción ATPásica transcurre en oscuridad hasta que se prende la luz en un
momentomedio del “plateau”.
B- La reacción ATPásíca transcurre en oscuridad y en el estado estacionario se
provee de un pulso de luz de i min.
A y B son dos preparaciones de membrana diferentes y en ambos casos la concentra
ción de cromatóforos es equivalente a 15 ug Bchl.ml'l. La temperatura es 15°C y
el pH es 8,1. Las flechas blancas y negras indican el momentoen que se prende
y apaga la luz respectivamente. Las reacciones se llevan a cabo en un vaso de reac
ción único y el sistema de iluminación es el descripto para ese caso en “Materia
les y Métodos”, ver II.12. La linea punteada es el curso de la reacción llevada
a cabo enteramente en oscuridad. Las velocidades se expresan en umol P¡.mg Bchl'l.
min'l. Las curvas enteras están desplazadas hacia arriba por razones de claridad.
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F'gura 53
Efecto de la luz sobre la actividad ATPásica de cromatóforos (Ill).

A, B, C y D- La concentración de cromatóforos es equivalente a 18 ug Bchl. ml‘l
y la temperatura es 22°C. Las cuatro reacciones se hacen en el mismo dïa con una
misma preparación cromatofórica.
E- La concentración de cromatóforos es equivalente a 30 ug Bchl.ml'1 y la tempe
ratura es 12°C. La preparación de cromatóforos en este caso es diferente a la u
sada en A-D. '
Las flechas blancas y negras indican el momentoen que se prende y se apaga la
luz respectivamente. La velocidad del estado estacionario se expresa en umol Pi.
mg Bchl‘1.min'1.
A- La reacción se desencadena con cromatóforos y transcurre en oscuridad.
B- La reacción transcurre-como en A (sin ser registrada) hasta los 2 min (mitad
del “plateau”), momentoen que se provee un pulso de luz de l min, para posterior
mente continuar la reacción en oscuridad. El dibujo está ligeramente desplazado
hacía arriba por razones de claridad.
C- Los cromatóforos son preiluminados a 22°C, durante 2 min, en mezcla de reacción
de ATPasa sin ATP. Dos segundos antes de apagar la luz se agrega 2 mMATP y se
prosigue la reacción en oscuridad.
D- Igual que A, pero la reacción se desencadena con cromatóforos estando la luz
prendida.
E- ComoD, pero con otra preparación cromatofórica. Esta reacción pertenece al
mismo experimento que las mostradas en la Fíg. 51.
En B, C y D cada punto de la curva de tiempo se hace en un tubo de ensayo indepen
diente, mientras que en E toda la reacción es desarrollada en un vaso de reacción
üníco. Para cada uno de los casos, se usa el respectivo sistema de iluminación
descripto en “Materiales y Métodos”, ver II.12. 
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Figura 5h
Potencialidad de oscilación del curso de ¡a reacción de fotofosforílacíón a baja
temEeratura (3°C). Ver la ¡eyenda en ¡a pág.178.
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Figura 5h (Leyenda)
Potencialidad de oscilación del curso de la reacción de fotofosforilación a baja
temperatura (3°C).
A- La reacción se lleva a cabo en condiciones stándard a 3°C y a pH 8,7. Ilumina
ción stándard: 2 bombas de 150 w. En el rango comprendido entre 6 y lO min la reac
ción se mide a intervalos de 15 seg. La barra vertical en el min 6 indica la dis
persión experimental de 10 ensayos idénticos en tubos ubicados a lo largo de la
gradilla de incubación. No se encontró ninguna regularidad de la dispersión en
función de la posición en la gradilla.
B, C, D y E- Estas reacciones transcurren como en A hasta los tiempos indicados
y seguidamente se interrumpe la luz manteniéndose la incubación a la misma tempe
ratura (3°C) y en oscuridad durante S min (sin medir la reacción): “tratamiento
de oscuridad“. A continuación se reinicia la medición de la actividad a la misma
tempEratura y de la manera indicada en cada experimento. En los cuatro casos no
se consideran, en la escala de tiempo, los 5 min del tratamiento en oscuridad.
B- Igual que A hasta los 6 min. Luego del “tratamiento de oscuridad” se mide la
reacción durante h min adicionales en oscuridad. Se observa una leve actividad
ATPásica.
C- Igual que A hasta los 7 min. Se aplica el “tratamiento de oscuridad“ y en el
mín h de ese intervalo se agrega h uMFCCPpara luego del 5° min reiniciar la ilu
minación y medición de la reacción durante b min adicionales.
D- Igual que A hasta los h min. Luego del “tratamiento de oscuridad” se reinician
la iluminación y la medición de la reacción durante 16 min adicionales.
E- Igual que A hasta 6 min. Luego del “tratamiento de oscuridad“ se reinician
la iluminación y la medición durante lh min adicionales.
Las velocidades se expresan en umol ATP.mgBchl'l.min'l. Para cada reacción se
indica la escala correspondiente. Ver comentarios en y¿á¿
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F'gura 55
Efecto de un desacoplante sobre la actividad Mg-ATPásicade membrana.
a. Efecto de FCCP2 uMsuministrado en diferentes momentos de la curva de tiempo
Ïflechas verticales). La curva punteada (control) es la actividad ATPásíca en au
sencia de desacoplante. En todos los casos la reacción se lleva a cabo en oscuri
dad. La concentración de cromatóforos es 18 ug Bchl.ml'l.
g. Efecto de FCCP lO uN presente desde el comienzo de la reacción G-——o-——o).
Dondese indica (“on”) se prende la luz y se la mantiene prendida hasta el final
del experimento @--o--0). El sistema de iluminación es el descripto en “Materia
les y Métodos“(l|.12) para el caso de una mezcla de reacción única. La concentra
ción de cromatóforos es equivalente a 16 ug Bchl.ml'1 y la curva punteada (control
en ausencia de desacoplante) fue dibujada desplazada levemente hacia abajo por
razones de claridad.
En ambos casos la tenperatUra es de 15°C. Los números en paréntesis indican la
velocidad del “estado estacionario“ de la hidrólisis en umolPi.mg Bchl'l.min'l.
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Figura 56
Existencia de un “tren” de fases [pre-estado estacionario” en algunas preparacio
nes cromatofóricas. Efecto de un desacoplante (FCCP).
La
26
de

En
de

temperatura es lO,5°C y la concentración de cromatóforos es equivalente a
ug Bchl.ml'1. Las curvas de tiempo están desplazadas verticalmente por razones
claridad.
el recuadro interno se grafican las velocidades de los estados estacionaríos
este experimento (umol P¡.mg Bchl'1.min’1) en función de la concentración del

desacoplante.



Vl Resumen y conclusiones

En esta Tesis se estudia el efecto de la temperatura sobre la reacción de sfn
tesis y de hidrólisis de ATPllevadas a cabo por cromatóforos de la bacteria foto

sintética Rhodospirillum rubrum. El método de estudio fundamental consiste en el

análisis de las curvas de tiempo de ambos tipos de reacción. El modo de registro

es discontinuo, midiéndose la incorporación de 32Pi a ADPen el primer caso y deter
minándose colorimétricamente Pí en el segundo.

Capitulo lll

La reacción de fotofosforilacíón mediada por PMScatalizada¡m3rcromatóforos de

R. rubrum sufre, a bajas temperaturas (3°C), una inhibición en su curso luego de
ca. i min de su desencadenamiento. En cambio, a altas temperaturas (ZC-30°C) no se

observa ninguna pérdida de la velocidad inicial hasta 3-h min. De esta manera, a

baja temperatura quedan definidas dos fases: la inicial que es rectilinea y tiene
una velocidad igual a la pronosticable por la ecuación de Arrhenius con las veloci
dades correspondientes a las altas temperaturas (ver Capitulo IV) y la segunda fase
que es también rectilinea durante varios minutos pero tiene una velocidad aproxima
damente igual al 50% de la primera.

Las caracteristicas de este fenómenoson las siguientes:
- La inhibición está determinada por la baja temperatura pero sólo si los cromató
foros llevan a cabo la reacción de fotofosforilación. Por otro lado, no se debe ni
a una desaturación de sustratos ni a una inhibición por producto.
- No es el efecto directo de una acción del PMSa baja temperatura. Este mediador
redox sólo facilitarïa la velocidad de transporte electrónico cíclico, contribuyen
do a establecer asi un alto nivel energético en el cromatóforo.
- Una vez producido el fenómeno, el grado de inhibición es irreversible ante una
transición a alta temperatura.
- Tambiénes irreversible frente a un “lavado” de la membranarecuperándola por ul
tracentrifugación.
- El hecho de que la primera fase de reacción a baja temperatura sea rectilinea y
que antes que se produzca la inhibición, tanto una transferencia a 30°C como una
recuperación por ultracentrifugación de los cromatóforos muestra una actividad idén
tica a la del control (no inhibida), sugieren que la reacción de la primera fase
transcurre sin cambios de ningún tipo. Sin embargo, hay evidencias de que durante
la primera fase se producen fenómenos no detectables en la actividad pr0pia de dicha
fase pero que son irreversibles frente a una interrupción de la reacción por apagadode
la luz, por lo menos a baja temperatura y en tienpos cortos (“Fenómenoacumulativo“).
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- Se puede retrasar la aparición de la inhibición si se disminuye la intensidad
de la luz o si se agregan concentraciones subsaturantes del desacoplante FCCP.Es
to ocurre, reSpectívamente, sin que cambie la velocidad de la fase inicial o dismi
nuyendo sólo de manera parcial. Con intensidades de luz limitantes, con concentra

ciones de FCCPque inhiben un 50% la velocidad, en ausencia de PMSy en general,

en condiciones de desoptímización de la velocidad de reacción no se observa la inhi
bición estudiada.

- Luego de recuperar los cromatóforos por ultracentrffugación, las membranaspretra
tadas por haber fotofosforilado a baja temperatura tienen las mismascaracteristi

cas cinéticas aparentes (comportamiento hiperbólico) que las membranascontrol res
pecto de Pi, siendo la única diferencia un 50%de inhibición en la Vmax. En cambio,

la curva de saturación aparente de ADPse transforma en sigmolde mientras que la
del control es hiperbólica. También en el caso de ADPla Vmaxestá un 50% inhibida.
- Las caracteristicas de saturación de las reacciones de hidrólisis de ATPconsti

tutiva e inducida por concentraciones óptimas del desacoplante FCCPde las membra

nas pretratadas, se transforman en ligeramente sigmoides, mientras que las de la
membranacontrol son ambas hiperbólicas. Sin embargo, sólo la Vmaxde la actividad

inducida por el desacoplante en la membranapretratada queda modificada (30% inhibida).
La interpretación general del fenómenoes que el sistema global de fotofosfori

lación sufre un cambio funcional irreversible cuando la reacción de fotofosforila

ción transcurre en condiciones en las que el nivel de energia de la membranaes alto
y, según algunas evidencias, probablemente mayor que el necesario para mantener una
velocidad máximade sintesis de ATP.

Se propone que el desbalance entre el “input” de energia y la máximavelocidad
de disipación a través de la reacción de sintesis de ATPy la consecuente “sobre
energización” estaria dado por una diferente dependencia respecto de la temperatura
de las reacciones de fosforilación y de transporte de electrones, de manera tal que,
en las condiciones experimentales estudiadas, la “sobreenergización” se produciri
sólo a baja temperatura.

Comolas caracteristicas aparentes de saturación de ADP,en el caso de la reac
ción de sintesis, y de ATP, en el de hidrólisis, son diferentes en los cromatóforos
“inhibidos” respecto de los “controles” se sugiere que en el fenómenode inhibición
podría estar involucrado un canbío conformacional irreversible a nivel del factor
de acoplamiento.

Para contrastar la hipótesis general de esta investigación, se deberia estudiar
la dependencia de la temperatura de los parámetros de energización de la membrana:
midiendo el cambio de pH externo, la intrusión de H+ y fluorimétricamente, el ApH
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y el Awtransmembrana. El resultado, de ser coherente con la hipótesis, deberia mos
trar a bajas temperaturas respecto de altas un mayor tenor de energia de la membra
na en relación con la velocidad de fotofosforilación.

Capitulo IV

En este Capitulo se analizan las caracteristicas de los gráficos de Arrheníus
(dependencia de la temperatura) de las reacciones sintesis y de hidrólisis de ATP
catalizadas por cromatóforos.

Se estudia la reacción de sintesis en diferentes condlciones de transporte de
electrones ciclico. Estas son la condición endógena (ausencia de mediadores redox)
y la que surge de la presencia de los agentes redox artificiales PMSy TMPD.

La reacción de hidrólisis en oscuridad se estudia en ausencia y en presencia
de concentraciones óptimas de un desacoplante (FCCP)que estimulan entre 2 y H ve
ces la actividad.

Para que los gráficos de Arrheníus no reflejasen artificios se determinaron las
condiciones óptimas de reacción para todas las actividades a dos temperaturas extre
mas del rango estudiado, respecto de los parámetros pH, concentración de desacoplan
te, concentración de mediadOres redox y grado de saturación de sustratos. Por otro
lado, se tuvo especial cuidado de medir las actividades de manera detallada en las
fases de estado estacionario a todas las temperaturas. La gran variabilidad obser
vada en circunstancias en las que no se tienen los recaudos señalados, hace concluir
que es sumamenteimportante un estudio exhaustivo de este tipo para estudiar la de
pendencia de la temperaturae

Tanto la reacción de hidrólisis constitutiva como la inducida por FCCPno mues

tran díscontinuidades en la pendiente del gráfico de Arrheníus y tiene ambas la mis
ma energia de activación. Asi, y en contraposición a propuestas de otros autores,
se descarta la existencia de un efecto de transición de fase de lfpidos detectable
en un gráfico de Arrheníus de la actividad ATPasa. Por otro lado se sugiere que, co
mo la Ea es la misma en ambas reacciones, el paso limitante también seria el mismo
y que el estimulo de la velocidad se deberia sólo a la eli ¡nación de la retropre
sión de producto (H+).

La actividad de fotofosforilación endógena muestra un gráfico de Arrheníus
complejo con intervalos de temperatura de muy baja energia de activación. El com
portamiento depende tanto de la preparación cromatofórica particular comode su
edad y del ambiente redox en que se desarrolla la reacción. Comola actividad de
fotofosforilación puede ser estimulada con PMSo TMPDunas lO'veces en cualquier

temperatura estudiada, se concluye que las Ea detectadas son las de un paso limitante
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a nivel del transporte de electrones y, a su vez,que la capacidad de l'turnover”
del factor de acoplamiento no es un paso limitante en esas condiciones.

En cambio, las representaciones de Arrhenius de las actividades medíadas por
PMSo por TMPDmuestran un comportamiento rectilineo siempre que se usen concentra

ciones saturantes de los agentes redox.

Se sabe, por la información del Capitulo III que a bajas temperaturas el paso
limitante de la fotofosforilación seria el factor de acoplamiento. Demanera tal
que la energia de activación observada seria la de algún fenómeno limitante a nivel
de dicho factor. Sin embargo, al disminuir la velocidad mediante una atenuación
de la intensidad de la luz se observa, en un rango estrecho de temperaturas bajas,
la misma Ea que Cuando la energia no es limitante. Se discute el significado de
la igualdad de las dos Ea de ambas condiciones energéticas en comparación con el
diferente comportamiento del sistema endógeno, en ténminosde un distinto mecanismo
de acoplamiento según la reacción de fosforilación está mediada por el sistema en
dógeno de transporte de electrones o por un sistema transformado por el agregado
de un mediador redox que desvia el curso natural de los electrones.

Con los resultados reunidos acá se concluye, de acuerdo con el consenso general
de la bibliografia, que la interpretación de los gráficos de Arrhenius está frecuen
temente sometida a gran controversia y muy especialmente en casos como los estudia
dos aqui, donde la actividad enzimática es parte de un sistema acoplado de muchos
componentes y dependiente asi de numerosos factores.

Capitulo V

En esta parte se estudia el curso de la reacción de hidrólisis de ATPde Croma
tóforos desde tiempos muy cortos desde su desencadenamiento (5-10 seg).

A temperaturas relativamente bajas, (S°C-20°C) dependiendo de la preparación
cromatofórica, la actividad de H+-ATPasade membranamuestra un comportamiento ci

nético complejo. Inicialmente la reacción muestra un “lag” seguido de un aumento
de la actividad, la cual alcanza un máximopara luego disminuir y entrar en un es
tado inhibido transitorio. Este último dura un tiempo variable de 1-3 min, luego
la reacción entra en un estado estacionario caracterizado por un comportamiento lineal.

A temperatura alta (mayor de 30°C) todo este comportamiento pre-estado estacio
nario está sumamenteatenuado o no existe, observándose sólo una velocidad de hi
drólisis constante.

La presencia de Mg+2libre afecta la velocidad pero no la apar¡C¡ón del fenó
meno. Todas las fases de la reacción son dependientes de ATPexógeno y son sensibles

a un inhibidor de la transferencia de energia (oligomicina).
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En general, el comportamiento de la fase pre-estado estacionario depende del
desencadenamiento de la reacción y puede ser reproducido con membranas que sufrieron

pretratamientos de ATPasao/y de fotofosforilación mediada por PMS.Es decir, no

se agota con un “ciclo” de reacción. Sin embargo, cuando el pretratamiento por fo
tofosforilación ocurrió en ausencia de PHS, no se pudo reproducir luego el compor
tamiento preestado estacionario; no se tiene una explicación obvia para esto.

El fenómenodescripto no se encuentra cuando el factor de acoplamiento está

solubilizado (fracción F1 del complejo) o cuando la membranaes desorganizada por un
pretratamiento con un detergente (Trítón X-lOO0,h%).

La fase pre-estado estacionario puede repetirse más de una vez presentándose
entonces, fases de actividad-inactividad que se suceden en el tiempo amortiguándo
se hacia un estado estacionario. Esto puede ocurrir luego del desencadenamiento
de la reacción en oscuridad o de manera inducida por la luz. Por otro lado, también
se tienen evidencias de que puedenexistir oscilaciones (“actividad-inactividad“ o
“sintesis-hidrólisis netas“) en el curso de la reacción de fotofosforilación a ba
ja temperatura, luego de un pretratamiento de luz y oscuridad.

Estudios del curso de la energización (medida comoel establecimiento del ApH

transmembrana), establecida por la hidrólisis de ATP, indican que el rango de tiem
po en el que se establece el máximonivel de energia es del mismo orden del lapso

en el que transcurre toda la fase pre-estado estacionario de ATPasa, sugiriendo asi
que las variaciones descriptas en la hidrólisis de ATPpodrian deberse a efectos
regulatorios transitorios determinados por el contenido cambiante de la energia
de la membrana.

Por otro lado, las respuestas que provee el curso de la reacción, tanto en la
fase premestado estacionario comoen la estacionaria, al suplemento de energia por
el transpOrte electrónico fotosíntético o al colapso parcial o total del estado
energizado por el agregado de desacoplantes, hacen proponeg en un modelo tentativo,
que la fase previa a la entrada de la actividad en el estado estacionario se ve
sujeta a un control por componentes localizadas y delocalizadas del intermediario
de alta energia construido por la misma reacción H+-ATPasa.
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