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ABREVIATURAS

9-AA: 9-aminoacridina

ADP: adenosina-5 difosfato

ATP: adenosina-5 trifosfato

ATPasa: adenosintrifosfatasa

Bchl: bacterioclorofila

CCCP:cianuro de clorocarbonilfenilhidrazona

F: factor de acoplamiento

D.0.: densidad optica (= absorbancia)

Ay: potencial eléctrico de membrana

ApH: potencial quimico de membrana (gradiente transmembrana de pH)
Ea: energia de activacion

FCCP: cianuro de fluorcarbonilfenilhidrazona

Pi: fosfato inorganico

PMS: metosulfato de fenacina

yE: pEinstein (= 6,02 x 1017 fotones)

Tc: temperatura de transicién

TCA: acido tricloroacético

TMPD: N, N, N', N',-Tetrametil-1,4-fenilendiamina
Tris: tris (hidroximetil) aminometano

Tricina: N-tris (hidroximetil) metilglicina

AuH*: fuerza protonmotiva, potencial del gradiente electroquimico de protones



I. Introduccién

I.1 Fotosintesis

Si bien en general se define Fotosintesis como la asimilacidn de CO2 en la
luz para formar hidratos de carbono y oxigeno, se debe considerar que los pro-
ductos primarios de la reaccién luminica pueden intervenir en otras vias metab&licas.

En la fotosintesis de plantas el transporte de electrones inducido por la
luz acoplado a fosforilacidén produce oxigeno, NADPH y ATP. Los dos Gltimos son
consumidos a su vez en los ciclos de reduccidn de C02. El ATP y los equivalentes
de reduccidn pueden ser considerados los productos propios de la fotosintesis,

a pesar de que el sistema de transporte de electrones y el sistema de conserva-

cion de energia comparte muchas propiedades con otros sistemas de conservacion

y transduccidon de energia (por ejemplo la respiracién oxidativa). Estrictamente,

las etapas "luminicas' se sitdan varios pasos antes de la sintesis de ATP y NADPH,

que serian en realidad también etapas''oscuras'', pues la luz interviene en los

pasos de excitacion de los complejos proteina-pigmento hasta la separacidn de

cargas que en aquellos ocurre y que desencadena el flujo de electrones ''fotosintético'.

Aunque varios tipos de organismos fotosintéticos 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 esta firmemente establecido(3).

Las fases de la fotosintesis también estan separadas en el espacio. Los pro-
cesos de captacién de la luz, de transporte de electrones y de fosforilacidn
estan localizadas en sistemas de membranas en todos los aparatos fotosintéticos
conocidos, sean de organismos eucariontes o procariontes. Sus componentes forman
parte de la membrana de manera intrinseca o extrinseca. En el caso de los orga-
nismos eucariontes (plantas y algas) estdn asentados en las membranas tilacoides
que, con diferentes grados de apilamiento, se encuentran confinadas en una or-
ganela:el cloroplasto. Mientras que en el caso de bacterias fotosintéticas y
de algas verdes azules, se encuentran en invaginaciones mas o menos extensas
de la membrana citoplasmatica las que muestran, segin las especies y condiciones
de crecimiento, distintos tipos de organizacién.

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 mecanismo general de transduccién de energia involucra un transporte elec-

trénico vectorial inducido por la luz dentro de la membrana al que estan acoplados



reacciones y flendmenos que consumen enerqgia, como por ejemplo la sintesis de ATP.
El vinculo entre ambos fenémenos seria, segin se acepta en general, un gra-

diente electroquimico de protones mantenido por el transporte electronico,prin-

cipalmente por medio de una translocacion de HY (también vectorial) a través

de la membrana en los puntos de acoplamiento del flujo electrénico que son aque-

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

1.2 Teorias sobre el mecanismo de acoplamiento

Los sistemas de transporte de electrones asociados a la membrana interna de
las mitocondrias, las membranas tilacoides de los cloroplastos y las membranas plas-
maticas de los procariontes de metabolismo respiratorio o fotosintético estadn fun-
cionalmente ligados a un sistema de sintesis de ATP por medio de un mecanismo que
c¢s fundamentalmente similar en todos los seres vivos, en el cual interviene un in-
lermediario cnergético que puede ser usado también por otros procesos que consumen

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

Acoplamiento quimico

La h[pétgsis mads antigua que explica esta transduccidn energética es la del
acoplamiento quimico. En esta se enfatizaba el papel de los transportadores de elec-
trones en el proceso de conservacién de la energia. Se proponia que una forma de
alta energia de un transportador, participante de una reaccidn redox liberadora de
energia,unido a un ligando especifico era el vinculo entre el transporte de electro-
nes y la fosforilacién ( 6,7 ). Sin embargo, nunca fue demostrada la existencia

de un intermediario definido de aquella manera.

HipStesis quimiosmotica

Esta hipotesis se deriva del concepto metabdlico vectorial de reacciones qui-
miosméticas, definidas como reacciones que son tanto quimicas, con un comportamien-
to macroscopico escalar, como también osmdticas, pues desarrollan de manera acoplada
a la reaccién quimica un proceso también macroscdpico de transiocacidn vectorial
de solutos tales como H+ (8,9).

La hipétesis Qquimiosmética fue fundada en cuatro postulados principales que
fueron casi enteramente hipotéticos cuando se propusieron en 1961 (10).

1) La ATP sintetasa es una ATPasa quimiosmética protonmotiva localizada en membra-
na, es reversible y tiene una estequiometria -~ H*/P caracteristica.

2) Las cadenas de transporte electrdénico respiratorias o fotoredox son también sis-
temas quimiosmdticos protonmotivos localizados en membrana y tienen la misma pola-
ridad de translocacidén de protones a través de la membrana cuando operan en el sen-

tido directo (normal) que la que tiene la ATPasa en la reaccién de hidrdlisis.



Ticnen una cstequiometria » H*/2e” caracteristica.

3) Existen sistemas de transporte de solutos ligados a protones o a hidroxilos que
tienen un papel en la estabilizacidon osmética o en el transporte de metabolitos.

L) Los tres sistemas sefalados estdn insertados a través de una membrana aislante

y cerrada topolégicamente (la membrana acoplante) que tiene muy baja permeabilidad

a los solutos en general y a los iones HY y OH en particular.

En la Fig. | se muestra el fundamento de la hiptesis quimiosmética de Mitchell
(8-14) y se resume de la siguiente manera. Los transportadores de electrones estdn
dispuestos en las membranas de tal manera que la transferencia de electrones, de
centros de bajo a alto potencial redox, estd obligatoriamente acoplada con el trans-
porte de protones a través de la membrana de adentro hacia afuera en las membranas
internas de las mitocondrias y en bacterias intactas, y de afuera hacia adentro en
las membranas tilacoides de los cloroplastos y en las vesiculas presentes en las
preparaciones submitocondriales y en los fragmentos de bacterias, por ejemplo en
cromatéforos. Como resultado del transporte electrogénico de protones, estos son
acumulados a un alto potencial electroquimico (fuerza protonmotiva) en el exterior
o interior de la membrana respectivamente. Los protones regresan a su posicién ini-
cial desplazandose a través de un canal de protones (Fo) en la membrana que conduce
hacia la ATPasa (F1). El sistema enzimdtico ''factor de acoplamiento'', que involucra
los sitios activos (F1) y el canal de protones que es parte integral de la membrana
(Fo), acopla la hidrélisis de ATP con una translocacién de protones a través del ca-
nal con una direccidén opuesta a la posicidn del F{. Dado que esto es reversible,
el pasaje de protones hacia el F{ estd acoplado con la sintesis de ATP. De esta ma-
nera, un circuito de protones acopla las reacciones liberadoras de energia (flujos
cléctricos oxidativos o fotoquimicos) con la reaccién de sintesis de ATP que requie-
rc energia.

Independientemente del sistema transductor de energia y de la orientacion de
las membranas in vitro, las cadenas de transporte de electrones translocan los H*
hacia el lado de la membrana opuesto al cual estd unido el Fj.

E! gradiente de protones tiene dos componentes energéticas. Una es la quimica
(ApH) y la otra es la eléctrica Ay. Con el uso de iondéforos pueden ser modificadas
independientemente. ApH y Ay son interconvertibles en cuanto a la sintesis de ATP.

En los sistemas fotosintéticos se suma al Ay la polarizacidn que establecen
los actos fotoquimicos primarios determinada por la separacion de cargas en los cen-
tros de reaccién que se expanden a través de toda la seccién de la membrana (15).

Actualmente estd totalmente aceptado que todas las membranas que acoplan el

transporte de electrones con fosforilacién contienen actividad de bomba de H* ligada



a transferencia de electrones o a hidrélisis de ATP, con las caracteristicas vecto-
riales requeridas por la hipotesis de Mitchell. También estd demostrado que la trans-
ferencia de H* a través del canal de protones hacia el Fy puede estar acoplada con
la sintesis de ATP. De la diversidad de pruebas experimentales que apoyan la hipd-
tesis, se puede citar para el caso de los sistemas fotosintéticos los fendmenos de
fosforilacidn en oscuridad mediante un gradiente artificial de H*¥, establecido me-
diante una transicidén dcido-bidsica (16,17) Y el de fosforilacion post iluminacidn
(18,19,117).

La hipdtesis de Mitchell ha provisto de un contexto teGrico relativamente séli-
do para la descripcion del mecanismo de fosforilacion. Sin embargo, como las reac-
ciones de liberacién y consumo de energia estdn en equilibrio, es dificil exczluir
otras explicaciones alternativas en las que se propone un vinculo mas directo entre
la cadena de transporte de electrones y la maquinaria de sintesis de ATP. A conti-

nuacién se resefian las hipGtesis rivales a la quimiosmética clasica.

Hipétesis 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. | esto queda representado como un
canal dentro de la membrana acoplante. Se establecerian asi gradientes de actividac
de Ht localizados y existiria entre ellos, las cadenas de transporte de electrones
y los lactores de acoplamiento una vinculacién funcional, espacial e incluso este-
quiomélrica estrechas.

Esto es diametralmente opuesto a lo planteado por la hipdtesis de acoplamiento

quimiosmética protonmotiva delocalizada (Mitchell, cldsica) en la cual existe una

independencia total entre las cadenas de transporte de electrones, que contribuyen
con H*Y a un '"pool' comin en el espacio osmético, y los factores de acoplamiento que
de ellas dependen energéticamente.

Sin embargo, estd firmemente establecida la existencia de una translocacién de
H*+ hacia el espacio osmotico inducida por el transporte de electrones oxidativo o
fotosintético y también por la actividad del factor de acoplamiento al hidrolizar
ATP. También lo es, la sintesis de ATP inducida por un gradiente artificial de pro-
toncs a través de la membrana (16,17).

Para acomodar cstos experimentos con la hipotesis de acoplamiento localizado
se considera actualmente que los sitios de acumulacidn de H* intramembrana deberian
estar en equilibrio (lento) con el espacio osmdtico (5). Esto queda esquematizado
en la Fig. | como un canal en la membrana que une ambos reservorios.

La suposicidn de que deberia existir un vinculo mds directo que un gradiente



dec HY transmembrana se basc en:

1) La existencia de relaciones estcquiométricas entre los componentes del transpor-
te de clectrones y los factores de acoplamiento (23).

2) Fendémenos en los que la inhibicidn parcial de la fosforilacidn oxidativa (24,
25) o fotosintética (26,27) simul taneamente 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 como si los sistemas que catalizan

el transporte de electrones vy la fosforilacion estuviesen operando como un comple-
jo funcional dnico.

3) Estudios de translocacidén de H* en!0s que se detectan barreras de difusién que
impiden su distribuciédn 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 como lo sostiene la hipdtesis quimiosmdtica
clasica. En cambio, si es coherente con la propuesta de que los protones son inyec-
tados hacia la regién del factor de acoplamiento sin equilibrarse con el espacio
extramembrana (28, 133,177).

Las caracteristicas fundamentales de tanto el modelo delocalizado de Mitchell
como del localizado de Williams no involucran obligatoriamente la definicidn del
papel que cumple el H* en la reaccidén quimica propiamente dicha de sintesis de
ATP. De cualquier manera ambos autores han propuesto un papel quimico para el Ht
de alta energia en la esterificacion.

Mitchell (14) propone un mecanismo directo en el que los H* atacan al Pi pa-
ra dar POE y H20. Seguidamente un atomo de oxigeno del ADP ataca nucleofilicamente
al dtomo de P del ién P0;.

Williams (22) por su parte sugiere que el H" localizado dentro de la membra-
na, al formar el ién H30+ cerca del sitio activo, hace descender la actividad del
H20, de tal manera de desplazar la reaccién en el sentido de los productos (ATP +
H,0),

Sin embargo, hay otro tipo de mecanismo propuesto para explicar los aconteci-

mientos a nivel del factor de acoplamiento.

Hiptesis de los cambios conformacionales

Originalmente Boyer (31) habia sugerido que el vinculo energético entre la
sintesis de ATP y el transporte de electrones consistiria en un estado conformacio-
nal energizado que seria transmitido directamente desde las proteinas del transpor-
te de electrones (a nivel de los sitios de liberacién de energia redox) hasta las

proteinas del factor de acoplamiento. En Gltima instancia se produciria una secuencia
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de cambios conformacionales durante el ciclo catalitico del factor de acoplamien-
to que conduciria las reacciones parciales de ''binding' de sustratos y liberacidn
de productos, ver Fig. |I.

Ultimamente, para compatiblizar dicho modelo con la estructura de la hipdte-
sis quimiosmdtica se propone que, si bien los gradientes de H* representan un pri-
mer intermediario de alta energia, este Gitimo debe ser transducido en cambios
conformacionales del factor de acoplamiento para sintetizar ATP, a este modelo

se le llama hipdtesis de acoplamiento quimiosmdtico indirecto (46). Existen diver-

sos fenbdmenos que apoyan esta hipdtesis.
El flujo electrdnico en mitocondrias, cloroplastos y bacterias estd acompana-
do por marcados cambios en la conformacidon del Fi. Esto se evidencia por un aumen-

3

to en el intercambio de “H entre el Fi vy el agua cuando la membrana tilacoide es-
td energizada (32,33); un aumento en la reactividad de la N-etilmaleimida con los
grupos SH del Fq en los cloroplastos (148); una disminucién de la fluorescencia
de la aurovertina unida al Fy (23,34); la disociacidén de la subunidad inhibitoria
de!l cloroplasto (35) y mitocondrias (36) y el aumento de intercambio con el medio
de nucledtidos de adenina firmemente unidos al Fj de cloroplastos (37), de mito-
condrias (39) y de bacterias (39).

Aunque no es claro cual seria el papel exacto de estos cambios conformaciona-
les, Boyer (40-44) y Slater (45) han sugerido que la mayor cantidad de energia
para la sintesis de ATP se usa no en la formacidn del enlace entre el ADP y el
Pi unidos a la enzima, sino que para la liberacidén del producto (ATP).

En la Fig. | se comparan todas las hipdtesis.

a) La hipbtesis quimica sdlo tiene caracter histdérico (sin embargo es esencialmen-
te compatible con las de acoplamiento localizado).

b) La hipbtesis quimiosmdtica se presenta en su forma mds 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 hidrélisis de ATP (factor de acopla-
miento). En esta hipdtesis no se descartan los cambios conformacionales, pero de
cualquier manera el centro de la hipGtesis quimiosmética es que los protones trans-
locados a través de la membrana son el vicnulo entre los dos sistemas.

c) La hipétesis conformacional considera que los cambios estructurales y los gra-
dientes de protones son dos fendmenos compatibles. Ambos refiejan una forma inter-
mediaria de energia y estan en equilibrio. El primero intervendria directamente

en la sintesis-hidr6lisis de ATP y el segundo en los transportes de cationes depen-
dientes de energia.

Como la hipdtesis quimiosmética es sélidamente coherente con una gran diver-

sidad de experimentos una prequnta que queda adn en pie es si, en adicion al reser-
vorio de energia que representa el gradiente de H* transmembrana, existe un vincu-

lo mas directo entre el factor de acoplamiento y el transporte de electrones (5).



1.3 Fotosintesis Bacteriana (Rhodogpirillaceae)

-8-

I.3.1 Caracteristicas generales

Las bacterias fotosintéticas son las dGnicas eubacterias con capacidad para usar

la luz como Gltima fuente de energia ( 129). Por otra parte son también los Uni-

cos organismos fotosintéticos incapaces de usar el agua como dltimo agente reduc-

tor y por lo tanto no liberan oxigeno, siendo necesaria la provisidn de otro tipo

de reductores. Estos organismos tienen un sélo fotosistema, mientras que todos los

dem3s fotdtrofos, incluyendo las algas verdes-azules(procariontes), tienen dos (47).

Aunque comparten la capacidad de crecimiento fototréfico, las bacterias foto-

sintéticas muestran como grupo una diversidad y versatilidad notables, no sélo en

su morfologia y condiciones de crecimiento, sino también en sus sistemas de pigmen-

tos y metabolismo fotosintético. En la siguiente tabla se sefalan las principales

caracteristicas de los tres grupos de bacterias fotosintéticas; tomada de (129).

Microorganismos

Bacterias verdes
sul fareas

Bacterias pdrpuras

Sulfdreas No sul fdreas

Clasificacién antigua

Chlorobacteriaceae

Thiorodaceae Athiorodaceae

Clasificacion moderna

Chlorobiaceae

Chromatiaceae Rhodospiriliaceae

Géneros
representativos

Chlorobium
Chloropseudomonas

Thiospirillum

Chromatium

Pigmentos

Bacterioclorofila
cod
carotenoides
monociclicos

Bacterioclorofila
adb
carotenoides
aciclicos

Fuente de poder
reductor

SH2; S; szog'
Hy

SH2; S; S2032- Compuestos orga-
Hp y compuestos nicos (H2 en algu
organicos nas especies)

Relacidén con el

Anaerobios

Anaerobios Muchas especies

oxTgeno obligados obligados son anaerobios
facultativas
Crecimiento en No No Si, respiratorio

oscuridad




No s6lo existen diferancias metabSlicas entre los tres grupos sino que ademis
las hay dentro de cada uno y por lo tanto no existe ningln organismo representati-
vo para ser estudiado. Frenkel (48 ) ha enfatizado esto seialando la multiplicidad
de modelos de transporte electronico en la fotosintesis bacteriana. Se observa gran
versatilidad metabélica adn en una misma cepa. En efecto, en diversas especies es
comin que coexistan las potencialidades de respiracion aerébica, fotosintesis, a-
similacion heterotréfica y autotréfica de N yrespiracidn anaerdbica.

E) aparato fotosintético bacteriano responsable de la etapa luminica de la fo-
tosintesis estd asentado a nivel de las membranas intracitoplasmaticas de cuya es-
tructura forma parte con componentes intrinsecos y extrinsecos. En la gran mayo-
ria de los casos estas membranas estan en continuidad morfoldgica con la membrana
plasmatica (conformando invaginaciones mds o menos extensas) y de ella se derivan
en un proceso morfogenético que esta regulado principalmente por los niveles de
02 y por la intensidad de la luz ( 49,132 ), En esa membrana fotosintética se en-
cuentran varios complejos supramoleculares y también moléculas mas pequefnas que
acopladas funcionalmente desarrollar toda la transduccidn energética, desde la cap-
tura de los fotones hasta la sintesis de uniones de alta energia (ATP y PPi) y la
formacion de poder reductor Gtil bioquimicamente (NADH). Las etapas ''oscuras'' de
la fotosintesis, por ejemplo las relacionadas con el metabolismo del carbono, son
llevadas a cabo en general por enzimas citoplasmaticas. Como las membranas intra-
citoplasmaticas fotosintéticas no estan confinadas en una ''organela'’ no existe nin-
guna barrera de difusion entre los productos ''energéticos'' de la membrana y el ci-
toplasma.

Cuando las bacterias son desintegradas por sonicacién o por 'French Press' las
membranas fotosintéticas se fraccionan dando lugar a una suspensién de vesiculas,

en general topoldgicamente cerradas que son 1lamadas cromatéforos pues histérica-

mente era la fraccién del homogenato que portaba los pigmentos fotosintéticos

(50 ). Esta preparacion tiene las caracteristicas sedimentatorias y de génesis
arti :.ial homdlogas a la fraccion ''microsomal' de células eucariontes, a la frac-
cién de particulas submitocondriales o a la de particulas subcloroplasticas. Los
términos cromatéforos, membranas cromatoféricas o simplemente membranas son usados,
en general y también en esta Tesis, indistintamente. El proceso de ruptura ocurre
por estrangulacidn y resellado de las invaginaciones de tal manera que los compo-
nentes de membrana adyacente al citoplasma quedan orientados hacia afuera y por
I © wto quedan en contacto directo con el buFfer de reaccidon, este es el caso del
factor de acoplamiento (ATP sintetasa); en cambio, los componentes que estan in

vivo orientados hacia el lumen de la invaginacidon quedan mirando hacia adentro de
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los cromatéforos(51). En la Fig. I se muestra una reconstruccidn del sistema inter-

no de membranas fotosintéticas de R. rubrum.

1.3.2 Transporte de electrones fotosintético (129)

La energia luminica absorbida por la bacterioclorofila de los sistemas 'ante-
na'', que son los complejos.de pigmento-proteina mayoritarios de la membrana, es trans-
ferida muy eficientemente (53) a los componentes minoritarios ''bacterioclorofila
centro de reaccidon'' (Bchl CR). El centro de reaccién (CR) funciona como el inicia-
dor de las reacciones de transporte de electrones pues su potencial medio de oxido-
reduccion se torna muy negativo cuando capta energia, absorbiéndola directamente
de la luz o derivandola de la previamente atrapada por la ''antena'. Esta reaccidn
primaria en cromatéforos es similar a 1a que ocurre en los centros de reaccién de
los Fotosistemas | y |l de los cloroplastos, sin embargo, el transporte electréni-
co subsiguiente es diferente en sus detalles. Una de las caracteristicas es que en
cromatéforos la fotofosforilacion ocurre en ausencia de aceptores y dadores elec-
trénicos exégenos. En efecto, el transporte electrdnico, al cual esta acoplada la
formacién de ATP, es ciclico in vivo y no involucra la oxidacidn y reduccion netas.

Las preparaciones de centro de reaccidon generalmente se logran libres de los
complejos antena y contienen (ademis del complejo Bchl-proteinas) bacteriofeofiti-
na, ubiquinona y hierro no hémico. Algunas preparaciones menos resueltas conticnca
tamhién cobre y citocromos del tipo b y ¢ (132).

El evento fotoquimico primario es la transferencia de un electrén del CR acti-
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 hémico.

La separacién de cargas provoca que el centro de reaccién oxidado reciba elec-
trones de un donador inmediato y que el aceptor primario reducido reduzca a su vez
a otros componentes.Se establece de esta manera un flujo electrénico ciclico. Los
transportadores electrdénicos son en su gran mayoria citocromos de los tipos b y ¢
y Ubiquinona. Esta Gltima estd en exceso sobre todos los demds componentes e inter-
vendria en distintos puntos tales como en el aceptor primario (X) y en el secunda-
rio (Y).

Los transportadores redox estan dispuestcs anisotrépicamente en la membrana vy
establecen asi una translocacidén 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. ¢ se oxida, de manera re-
versible, cuando se iluminan los cromatdforos, indicando que el paso determinado

por ellos es li itante en el flujo electrénico.



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

R. tybrumu

1.3.3 Conservacion de la energia y fosforilacién

En 1954 Frenkel (54) observé la existencia de fotofosforilacién acoplada a trans-
porte de electrones inducida por la luz al mismo tiempo que Arnon et al. descubrie-
ron lo mismo en cloroplastos (55). La reaccién sélo requiere ADP, Mg2+ y Pi co-
mo sustratos quimicos (el nucledtido debe estar acomplejado con Mgz+),y luz.

Es indispensable, ademas, que la membrana fotosintética estd o mas fntegra posible.

En concordancia con la hipdtesis quimiosmbtica se ha demostrado pHmétricamente
que en las bacterias fotosintéticas existe una intrusidn de protones al cromatéfo-
ro inducida por la luz. La manifestacion de esto {n vivo es una extrusion de Ht
desde la célula hacia el medio (178,179).

La evaluacion de la fuerza protonmotiva, que requiere la medicién de los com-
ponentes Ay y ApH, es un requerimiento indispensable para, comparando con el poten-
cial fosfato, contrastar que el gradiente electroquimico de H* es un intermediario
energéticamente vilido para la sintesis de ATP (177).

El Ay puede ser detectado a) espectrofotométricamente, sobre la base de la res-
puesta electrocrémica de los pigmentos carotenoides, que actGan como voltimetros
molcculares; b) por el aumento de la fluorescencia del colorante artificial acido
8-anilinonaftalén sulfénico y c) distribucién (entre el exterior e interior de la
vesicula) de iones SCN, (177).

La determinacion del ApH se hace estudiando la distribucion de aminas de alto
pk. Se usan aminas radioactivas o aminas fluorescentes. En este Gltimo caso la mas
usada es la 9-aminoacridina que fluoresce sélo cuando estd en el medio exterior,
extinguiéndose a medida que ingresa, como forma descargada, al interior de la vesi-
cula. La entrada de la amina es proporcional al ApH (&cido adentro), (123-125,177).

Cabe indicar que los diferentes métodos para cada tipo de determinacidn no son
exactamente equivalentes y esto origina la heterogeneidaddel valor de ApH* determi-
nado por los diferentes autores, agravandose el error cuando no se estudian todos
los pardmetros en las mismas condiciones o en la misma muestra (180).

Las sefales de Ay y ApH son amhas extinquidas por desacoplantes. La primera
lo es también cspecificamente por valinomicina + K* y la sequnda por nigericina
+ Kkt (181).

La prescencia de sustratos de losforilacion colapsan, cn general, parcialmen-
te el 7.y y el ApH reflejando un consumo del intermediario de alta energia (182).

Todas las teorias sobre el mecanismo de acoplamiento de la fotofosforilacidn



implican algin 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 cn cloroplastos (18) como en cromatéforos (19,117) el estado de alta e-
ncrgia fue demostrado por experimentos de sintesis de ATP post iluminacién. En es-
tos se logra una separacién 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 hipdtesis protonmotivas, 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 consumo de energia.

También fue demostrado en cloroplastos (16,17) y en cromatéforos (183 ) que
un gradiente de pH artificial (dcido adentro) puede conducir la sintesis de ATP
totalmente en oscuridad.

Estas demostraciones sugieren que los sistemas fotosintéticos 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 HY o que dicho gradiente sea indispensable para la sintesis de
ATP ( 129).

1.3.4 Inhibidores del sistema transductor de energfia

La sintesis de ATP ocurre como Gltimo paso de una serie encadenada de reaccio-
nes y fendmenos de distintas indole, de manera tal que se puede provocar su inhibi-
cién a diferentes niveles. A continuacidn se indican para bacterias fotosintéticas
los distintos tipos de inhibidores. En la Fig. Il se resefa sus relaciones con el
transporte de electrones y la fosforilacidn, evidenciandose el fendmeno de control
fotosintético, y en la Fig. IV se muestra a qué nivel actuarfan en el sistema de

fotofosforilacion de R. rubrum.

Inhibidores del transporte de electrones

o-fenantrolina inhibe 1a oxidacién del aceptor primario (184).

Antimicina A y 2-heptil-b-hidroxiquinol ina-N-oxido (HOQNO) inhiben el pasaje
de electrones del citocromo b al ¢ impidiendo que los protones sean translocados
al interior de la vesicula ( 185 - 188 ). La Antimicina A se unirfa 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 inhibicién del transpor-
te de electrones cuando ambos inhibidores estadn presentes (115).

La inhibicion de la fotofosforilacion por Antimicina A, HOQNO y DBMIB queda
sin efecto por el ''by-pass'' del PMS que establece un transporte de electrones arti-
ficial gracias a sus propiedades lipofilicas y potencial medio de oxidorreduccidon
( 115,128,169,185 ), ver Fig. IV.

No se conoce exactamente la amplitud de ''by-pass'' del PMS. Este podria donar
los electrones al cit. ¢ o directamente al centro de reaccidn fotooxidado (Fig. v).

Otros compuestos que pueden anular la inhibicion de 1a Antimicina A y HOQNO
son los pares redox ascorbato-diclorofenolindofenol o ascorbato-diaminodurene o
ascorbato-TMPD. Esto es posible s6lo en presencia de oxidantes tales como 0Oy, NAD*
o metil violdgeno, pues se establece un transporte de electrones mantenido por la
luz aciclico artificial desde el ascorbato al los oxidantes.

Ain en ausencia de Antimicina A, y siempre que exista un potencial redox am-
biente adecuado (169), tanto PMS, TMPD como DAD estimulan ampliamente la velocidad
de fotofosforilacidon (hasta mas de 10 veces el valor endégeno) de manera tal que
se ha propuesto que el paso limitante del transporte de electrones endégeno esta
a nivel del cit. b-cit.c (189).

Se interpreta ademas que los mediadores redox artificiales que translocan H*

per se (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 hidré-
lisis de ATP como as? también las reacciones dependientes de energia provista por
la hidrélisis de ATP y el establecimiento del gradiente de H* transmembrana mante-
nido por dicha reaccion. En cambio, no tienen accidén directa sobre el transporte
dc clectrones ni sobre la conservacidon de la energia transducida de la luz. Sélo lo
ticnen, de manera indirecta, a través del '"'control fotosintético' provocando que
disminuya el transporte de electrones y aumentando el nivel de AjH* dado que inhi-
ben su consumo a nivel de la sintesis de ATP ( 52).

Oligomicina y DCCD actUan de esa manera ligindose a un proteolipido de la frac-
cién Fo del factor de acoplamiento inhabilitando la capacidad de translocar proto-

nes a través de canal que conforma el Fo, ver 1.3.5.

Desacoplantes

De manera amplia, el fendmeno de desacople puede ser definido como la destruc-
cion del estado energético de la membrana, independizandose asi el transporte

electrénico, que queda estimulado, de la sintesis de ATP, que queda inhibida (190).



Los desacoplantes son cen general acidos débiles lipofilicos y aumentan la
iy . PP +
permeabilidad de las membranas (naturales o artificiales)a los H' . Desde un
punto de vista de las hipdtesis de acoplamiento protonmotivas, los desacoplantes

inhiben la fosforilacién pues evitan, actuando como cortocircuitantes,que sc formen

gradientes de protones a través o dentro de la membrana. Dos desacoplantes muy potentes

usados enel' estudio de la bioenergética de bacterias fotositéticas son FCCP y CCCP(115).

La estimulacidon del transporte de electrones por un desacoplante se debe a la
el iminacidon de la retropresi6n de H* que normalmente restringe la transferencia de
electrones a nivel de los sitios de acoplamiento en la cadena redox (puntos de trans-
locacién de H*). Esta es la manifestacién del ''control respiratorio' o 'control
fotosintético'" en los cuales la presencia de sustratos de fosforilacidon estimula
reversiblemente el transporte de electrones. En efecto, los sustratos permiten el
consumo de HY a nivel de! factor de acoplamiento y por 1o tanto disminuye la fuer-
/a2 protonmotiva (115).

Otras rcacciones y lendémenos que estdn ligados al estado de alta energia de
la membrana y por lo tanto inhibibles por un desacoplante son(115,129):

- Reduccidn del citocromo b y oxidacidon del citocromo € mediante la hidrélisis de
ATP o de PPi

- Reaccién de transhidrogenasa (reduccién de NADP* mediante oxidacién de NADH). La
energia es provista por la luz o por la hidrélisis de ATP o PPi

- Reduccién de NADY por succinato usando energia provista por la luz o por hidréli-

sis de ATP

loné6foros

Es un grupo de antibiéticos lipofilicos que tienen la propiedad de aumentar
la permecabilidad especifica a ciertos cationes en las membranas biolégicas 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 fosforilacién mediante el colapso de la componente eléctri-
ca (Ay) de la fuerza protonmotiva (apHY).

Gramicidina transporta tanto protones como Kt y Na* y es un potente inhibidor
de la fosforilacidon y su accién es similar al de un desacoplante

Nigericina es un ion6foro 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 fosforilacidn. Esto es asi aln en los casos en l1os que cada uno de

los ionéforos por separado no proveen inhibicidn. En conjunto conforman un ciclo



de disipacion de energia al transportar K* y H* a través de la membrana cromatofdrica.

1.3.5 Factor de acoplamiento de bacterias fotosintéticas

La ATP sintetasa o factor de acoplamiento es la enzima clave en el proceso
de fosforilacidn ligada a transporte electrénico. Esta enzima tiene una estruc-
tura y una funcién muy similares en todos los organismos estudiados, sean eucarion-
tes (tanto en mitocondrias como en cloroplastos de plantas superiores y algas) o
procariontes de metabol ismo respiratorio o fotosintético.

Asi como en 1962 Fernandez-Moradn (56 ) lo estudid en particulas submitocon-
driales, L8w y Afzelius en 1964 ( 57 ) identificaron en cromatéforos de R. rubrum
por microscopia electrdénica la estructura de lo que en 1966 fue demostrado ser el
factor' de acoplamiento por Kagawa y Racker ( 58). En 1970 Baccarini-Melandri et

al. ( 59) aislaron de Rps. capsulata una enzima con actividad ATPasa que era capaz

de reconstituir la fotofosforilacion de 1as membranas de las cuales se la habia ex-
traido. Desde entonces se han extraido y purificado en diversos grados los factores
de acoplamiento de diferentes bacterias fotosintéticas y en todos los casos compar-
ten las mismas caracteristicas principales de estructura y funcién (51 ), siendo
el factor de acoplamiento de R. rubrum el mejor estudiado (60,61,146).
Originalmente los factores de acoplamiento fueron definidos como factores pro-
teicos que estaban involucrados en la sintesis de ATP pero no catalizaban reaccio-
nes de oxido-reduccién ( 62). Dichas enzimas estdn insertadas en las membranas trans-
ductoras de energia y estan dotadas de una actividad ATPasica reversible que a su
vez acopla una translocacién de protones a través de la membrana (46, 51,63).
Algunos miembros de las bacterias fotosintéticas poseen la caracteristica es-
pecial de poder sintetizar ATP tanto mediante un transporte de electrones inducido
por la luz como por uno dependiente de respiracion y se ha demostrado, en experimen-
tos de reconstitucion cruzada, la potencialidad para las dos funciones por parte
de los factores de acoplamiento provenientes de bacterias crecidas en ambas condi-
ciones (51).
El factor de acoplamiento tiene dos componentes, una extrinseca (Fy) fécilmen-
te extraible sin la destruccién de la membrana y otra que forma parte integral de

la membrana (Fo), ver un esquema en la Fig. 43 bis.

El método usado para solubilizar la porcién hidrofilica del factor de acopla-
miento es andlogo al usado en mitocondrias y cloroplastos. .El método general varia
desde incubaciones (10 min) con baja fuerza iénica a sonicaciones (1-2 min) en pre-
sencia de EDTA 1 mM, seglin la estabilidad del complejo proteina-membrana en las di-
ferentes especies. La actividad de l1a enzima extraida debe ser protegida con concen-

traciones mil imolares de ATP (51,112).



En bacterias fotosintéticas, por ejemplo Rps. capsulata o R. rubrum, la extrac-

cion del F1 no perjudica ni la capacidad de transporte de electrones ni la conser-
vacién del intermediario de alta energia (gradiente electroquimico de protones ).
Esto contrasta con el desacople generalizado que ocurre en cloroplastos al extraer
el Fj. En este Gltimo caso el Fy tendria un papel estructural muy importante en la
impermeabilidad a los protones de la membrana ( 51,129). Por otro lado, la remo-
cion de la actividad ATPasa Mg-dependiente de la membrana es paralela a la pérdida
de capacidad de fotofosforilacion. En cambio, la actividad de pirofosfatasa no es
modificada ( 129), ver mas adelante.

Los factores de acoplamiento de las bacterias fotosintéticas tienen, en general,
una alta actividad hidrolitica de ATP en oscuridad tanto cuando estdn unidos a las
membranas como cuando estan en forma soluble luego de su extraccidon. El sustrato
de la actividad hidrolitica de la enzima unida a membrana es MgATP pero CaATP tam-
bién puede ser hidrolizado, aunque con menor velocidad (51,146 ), Esta dependencia
de)l catidn es el origen de la nominacidon de la actividad como Mg-ATPasa. La enzima
también es llamada H*-ATPasa cuando se quiere recalcar su papel de translocadora
vectorial de protones. Cuando la porcidn Fi de R. rubrum es solubilizada sea por
sonicacidon en presencia de EDTA o por extraccién con buffer a partir de un polvo
acetdonico de cromatdéforos, la enzima sélo puede hidrolizar CaATP y el Mg2+ actda
como inhibidor competitivo ( 51,146). La enzima pierde su capacidad de hidrolizar
CaATP y se transforma nuevamente en Mg-dependiente al ser reconstituido el sistema
(51 ). En efecto, la porcién Fy puede ser facilmente reasociada a los cromatéforos
de los cuales se la extrajo. Los iones Mg2+ son un prerequisito para la reconstitu-
cidn. Paralelamente con la reconstitucidn de la sintesis de ATP también se restau-
ran otras actividades tales como el intercambio ATP-32Pi (51,112 ). La reconstitu-
cién de la fotofosforilacidén es el criterio de definicién de factor de acoplamiento.

La actividad de Mg-ATPasa de membrana es sensible a inhibidores de la transfe-

rencia de energia. En cambio, en Rps. capsulata y en R.rubrum la sensibilidad a

oligomicina se pierde completamente luego de solubilizar y purificar la enzima Fq;
dicha sensibilidad se recupera luego de la reconstitucién (51,112).

La fraccidn extrinseca y soluble en agua F] tiene un peso molecular que varia
entre 280 Kd y 380 Kd ( 64,146 ) y contiene cinco subunidades a, B, Y, § y € cuyos
pesos moleculares son 54 Kd, 50 Kd, 32 Kd, 13 Kd y 7,5 Kd respectivamente, segin
su migracién en una electro oresis en gel con SDS (60 ). Estos resultados concuer-
dan con los encontrados en cloroplastos ( 65,129).

En afos m3s recientes se ha podido aislar de bacterias fotosintéticas, por me-
dio de detergentes, el factor de acoplamiento integro es decir las subunidades Fj

y Fo juntas (66 ). En adicidén a las 5 subunidades que pertenecen al F1 el complejo



contiene 3 & 4 subunidades adicionales tal como aparecen 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 aminodcidos. ( 69 ). El proteolipido es la subunidad a la
cual se une covalente e irreversiblemente el inhibidor de la transferencia de ener-
gfa DCCD (diciclohexilcarbodiimida) (63 ). El proteolipido organizado de ma-
nera hexamérica actda como una estructura protonofdrica. El DCCD inhibe esta propie-
dad y se explica asi el papel conductor de protones de la subunidad hidrofébica
Fo y la inhibicién de la actividad de sintesis y de hidrélisis de ATP del factor
de acoplamiento que de manera acoplada a dichas actividades transloca vectorialmen-
te protones. De esta manera,el criterio para la purificacidén del F1-Fo es su acti-

vidad MgATPasa sensible a DCCD y/o oligomicina.

Pirofosfatasa unida a membrana

Los ¢romatdéforos de R. rubrum pueden catalizar en ausencia de ADP la sintesis
de PPi inducida por ta luz ( 70 ). En un principio esta actividad fue considerada
como una reaccidon lateral de la ATPasa unida a membrana pero diversas evidencias
muestran que la actividad PPiasa es llevada a cabo por otro factor que es insensible
a la oligomicina.

La ATPasa y 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 1.4.1.

La funcidn catalitica y posiblemente la funcidon fisiologica de la PPiasa de
membrana parece ser equivalente a la de un factor de acoplamiento. Evidencia de es-
to constituyen los siguientes fendmenos: 1) sintesis de ATP acoplada a la hidréli-
sis de PPi; las evidencias isotépicas sugieren que la reaccidén ocurre a nivel de
enzimas diferentes y entonces el acoplamiento seria através del estado de ''alta
energia de la membrana' ( 118),

Otras reacciones dependientes de la hidrélisis de PPi son: 2) Transhidrogena-
sa dependiente de energia ( 72 ), 3) reduccién del citocromo b ( 73 ), 4) reduccién
de NAD* por succinato ( 74 ), 5) intrusién de profones ( 75 ), 6) corrimiento del
pico de absorcién de carotenoides dependiente de energia (76).

Todos estos datos indican claramente que la PPiasa puede mediar la transduccion
de energia entre la sintesis de PPi (o hidrdlisis) y otras reacciones de membrana
generadoras de energia (o consumidoras de energia). El vinculo intermediario seria

también el gradiente electroquimico de protones.
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.4 Regulacidn de la actividad del factor de acoplamiento

1.4.1 Regulacién de la actividad ATPasa

La actividad del factor de acoplamiento de bacterias fotosintéticas es mo-
dificada por interacciones con los sustratos y con la cadena de transporte de
electrones. Estas propiedades recuerdan en muchos casos a aquellas de los facto-
res mitocondriales cloroplasticos. Estas observaciones hablan en favor de una
constancia sustancial en la evolucidn de la proteina factor de acoplamiento y
concuerdan también con su papel dual tanto en el metabolismo aerdbico como foto-
sintético (51).

El primer fendmeno de este tipo descubierto en cromatéforos de Rps. capsu-
lata fue la estimulacidn (2-3) veces de su relativamente baja actividad ATPasica
por iluminacién (193). Esta activacidén es facilmente reversible y es completamen-
te inhibida por Antimicina A. La actividad estimulada es relevante a la transduc-
cién de energia pues es inhibida por los inhibidores de la transferencia de ener-
gia oligomicina y aurovertina (este Gltimo inhibe a nivel del Fp).

La MgATPasa de R. rubrum también puede sufrir cambios conformacinales.En
efecto, flashes cortos de luz en presencia de Pi 1 mM activa transi;oriamente
la ATPasa a través de una disminucién de la Km para ADP. El Ay 'séria el respon-
sable de este fenémeno dado que es evitado con valinomicina + K* (147).

Por otro lado, en Rps. capsulata el Pi en concentraciones 1 mM estimula

la actividad modificando sdlo la Vmax (194). E1 sulfito ejerce una ¢ tivacion
similar en R. rubrum (196). Los autores proponen que estos aniones activantes

cambian la conformacidén de la enzima hacia un estado mas activo.

Efecto de los desacoplantes

La actividad ATPasica de cromatoforos es estimulable por bajas concentracio-
nes de desacoplante. Sin embargo, altas concentraciones producen un efecto inhi-
bitorio de 1a actividad, la que puede llegar a adoptar valores mucho menores que
los de la reaccién constitutiva. La interpretacion del fenémeno no es facil, pe-
ro diversos autores (195 han propuesto que resulta de un control dual de
la energia de la membrana sobre la actividad de la enzima. En ausencia de desa-
coplante el gradiente electroquimico de protones que establece la propia activi-
dad de hidrélisis (dado el cardcter quimiosmético de la enzima) ejerce una retro-
presion de Ht sobre la reaccién. Esto tiende a frenar la reaccidn. La adicién
de concentraciones bajas de desacoplante aumenta la permeabilidad de la membra-
na a los Ht y de esa manera se atenGa la retropresiéon y el ''turnover' de la en-
zima aumenta. Sin embargo, la enzima parece necesitar de un cierto nivel de ener-

gTa pues cuando estd altamente desacoplada la actividad se inhibe. EIl Mg2+
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libre parece ser el causante de la inhibicién, pero s6lo cuando la membrana es-
td desenergizada (195). La luz evita la inhibicdn pues colabora a mantener un

nivel alto de energia a través del transporte electrénico fotosintético.

Rol de los nucledtidos unidos

La porcidn F1 del factor de acoplamiento tiene nucledtidos de adenina fuer-
temente unidos y este fendmeno ha sido discutido en conexidn con la hipotesis
de fosforilacién por cambios conformacionales de Boyer en la que existirian dos
sitios que se alternarfan en la sintesis de ATP (176), ver Fig. I. El punto en
discusion es si el ATP firmemente unido es un prerrequisito necesario para el
proceso de fotofosforilacion.

Parece ser una propiedad comin de todos los factores de acoplamiento de te-
ner nucledtidos de adenina firmemente unidos. El factor de acoplamiento de clo-
roplastos (CFy) tiene 2 moles de ADP por mol de CFy (78). El Fq mitocondrial tie-
ne 2 moles de ATP y 1 mol de ADP por mol de F,.

Los cromatoforos de R. rubrum contienen 1-2 moles de ATP por mol de Fp; tam-
bién presentan ADP. E1 ATP o ADP es liberado lentamente en condiciones de ilumi-
nacién en presencia de Pi, pero esta liberacién es muy lenta como para dar cuen-
ta de que los nucleétidos son intermediarios obligatorios en el proceso de fo-
tofosforilacion. La misma conclusidn es extraida del hecho de que analogos de
nucledtidos son fosforilados a velocidades considerables sin existir paralelamen-
te liberacidon de nucledtidos, incluso en condiciones de flashes individuales de
luz (79). Estos resul tados descartan la propuesta de que el ATP fuertemente uni-
do representase un intermediario directo en el proceso de fosforilacién tal como

habia sido propuesto en (191, 192).

[.4.2 Inhibiciones de la actividad del factor de acoplamiento por tratamientos
de preiluminaciodn

Cuando se preiluminan los cromatoforos de R. rubrum con luz intensa en presen-
cia de PMS pero en condiciones de fosforilacidén (ausencia de sustratos) se pro-
voa una inactivacién irreversible (50%-80%) de la fotofosforilacién y también
de la ATPasa inducible por desacoplantes (198-203). Este fenémeno tiene las si-
guientes propiedades.
-El curso de la fotoinactivacidon es del orden de la cinética del establecimiento
del estado de alta energia de la membrana.
-Se puede evitar la inhibicién si la preiluminacién ocurre en presencia de desa-

coplantes (CCCP o FCCP) o en ausencia de PMS. Es decir el fenémeno ocurre sélo
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si la membrana estd altamente energizada.

- Las condiciones de fosforilacién ofrecen una proteccion practicamente completa.
Pi, Mg2+ o ADP por separado, o en conjuntos de dos, no proveen proteccidn. Tam-
poco lo hace el ATP.

- La dependencia del pH de la (s) reaccidén (es) que conducen a la fotoinhibicidn
puede indicar que una reaccidn parcial del proceso de fotofosforilacién, tal vez
s6lo un cambio conformacional del factor de acoplamiento preceda a la fotoinac-
tivacion.

- Se puede proteger la inhibicidén si la preiluminacién transcurre en presencia

de otras reacciones que consuman energia, tal como la fotorreduccidn de Napt.

- Los cromatSéforos pretratados por preiluminacién se transforman en mas permeables
a los protones, tal como se refleja en una menor nivel de estado estacionario

de intrusidn de protones y en un menor tiempo medio de colapso de dicha intrusidn
al apagar la luz. También es menor el ApH. Estos fendmenos de los cromatéforos
pretratados son evitables con el agregado de los inhibidores de la transferencia
de energia DCCD y oligomicina, pero no por aurovertina . La mencionada obturacién

de la permeabilidad sélo restaura una fraccién de la inhibicién (15-40%).



1.5 Efecto de la temperatura sobre procesos biolégicos. Su relacion con la in-
teraccion lipido-proteina en las membranas bioldgicas

La energia de la mayoria de las moléculas (o dtomos) de una poblacidn es
usualmente insuficiente para permitirles participar en un proceso quimico (rec-
cién) o fisico (por ejemplo difusidn). La energia minima necesaria para que di-

chos procesos ocurran se llama energia de activacidn.

Como los procesos bioldgicos dependen de, o estan compuestos por, fendémenos
quimicos y fisicos, se pueden estimar las energias de activacion de aquellos
procesos a partir de las correspondientes a los fendmenos quimicos y fisicos

que los constituyen (80).

1.5.1 Ecuacién de Arrhenius (80, 81, 82).

La velocidad de un proceso quimico sigue, a menudo, una ley matematica que

describe la velocidad en funcidn de la concentracién de los reactantes y de una
constante de velocidad k dependiente de la temperatura. Esta dltima relacién es-
ta explicitada por la ecuacién de Arrhenius.

k = A exp (- Ea/R.T) (1)

Son caracteristicas de esta ecuacidn: 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 ecuacidn

In k = In A - Ea/R.T (2)

permite graficar los datos experimentales para corroborar el cumpli iento de

la ley y el célculo de los parametros caracteristicos de una reaccién particular.

Se debe recalcar que la ecuacidon de Arrhenius es empirica y que sus constan-
tes pueden ser interpretadas en términos de diferentes teorfas.

A continuacién se resume las diferentes teorias que son coherentes con la

ecuacion empirica de Arrhenius.

1.5.2 Teoria de la colisién de esferas s6lidas (80,81 )

Esta teoria considera que la velocidad de una reaccidn estd determinada por
la frecuencia de colisidn entrelas moléculas de los reactantes que son considera-
das esferas elasticas perfectas.

La frecuencia de colisidn es proporcional a la concentracién y a la veloci-
dad de los reactantes. Pero la velocidad de reaccién no es igual a la frecuen-
cia de colisién porque sélo una pequefa proporcién de las colisiones proviene

de moléculas con energia suficiente como para reaccionar. Este umbral de energia



es 1o que se conoce como energia de activacidn (Ea). La ley de Maxwell-Boltzman

indica que la fraccion de moléculas de un sistema que posee una energia igual

o superior a Ea, a una temperatura T, es proporcional a

exp (-Ea/R.T) (3)

Entonces, la velocidad de reaccion es igual a la frecuencia de colisiones fruc-
tiferas.

Para la reaccion A + B —————C(

v =k, [A] (8]

donde k7 es la constante de velocidad de segundo orden dependiente de la tempe-
ratura.

kg = P.Z exp (-Ea/R.T)  (4)

P.Z es el factor no exponencial andlogo al factor A de la ecuacidn (1).

P es la probabilidad de que ocurra la reaccién cuando colisionan moléculas
con energia suficiente. Depende de factores tales como la orientacién de las
moléculas colisionantes. Z es la frecuencia de colisidn: ndmero total 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 grafico de Arrhenius correcto deberf
mostrar una leve curvatura hacia arriba. En general
Z=0.(T" conm= 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 bioldgico, y por
lo tanto una eventual curvatura hacia arriba de un grafico de Arrhenius no es
justificable sobre esa base.

Estrictamente, la teoria de la colisidn es aplicable solamente a gases.

1.5.3 Teoria del complejo activado (83,84)

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

S + E———=—SE" ——» SE
donde, en e) caso de una reaccidn enzimatica, 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
v kg. T/h

donde kg 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 sera:

kB . T ;
K = —h———K
K¥ es la constante de equilibrio para el equilibrio entre el complejo activado y
las moléculas no activadas. Las ecuaciones termodindmicas cldsicas pueden ser
aplicadas a este equilibrio, de manera que
aGH = an# - T.as# = -RT 1n k¥ ()

susti tuyendo

K = _k_B_'_T_. exp (— AG#/RT) = .kB—'T exp (—' AH# ) exp (As#)
h h —_— —_—
RT R
Suponiendo que 2S# no cambia con la temperatura se puede llegar a
dlnk_ 1  _A# _ anf 4 R.T
ar T T R.12 = RTZ
Esta ecuacién puede ser comparada con la ecuacibn empirica de Arrhenius
d In K _ _Ea
dT RT#
La homologia permite
Ea = AH# + R.T
La ecuacién ( ) puede ser reescrita como
_ -AH# + R.T 1
d log K = 7303 R d ( T )

Usualmente se grafica log K versus 1/T. La pendiente de la recta serd
- (aH# + RT)/2,303 R.



I.5.4 Secuencias de reaccidn en pasos miltiples (80,83 )

La velocidad de reaccion de un proceso Gnico estd determinada (si se mantie-
nen las demds variables constantes) por su energia de activacion. En el caso
de una reaccidn dnica compleja, resultante de una serie de estados activados
intermedios, su velocidad queda determinada por la energia de activacién de aque-
Ila reaccidén componente de la serie que tiene ]a mayor Ea respecto del estado
energético inicial. Esa etapa parcial de la reaccién es la que constituye el
paso limitante de toda la serie y por lo tanto el efecto de la temperatura sobre
la reaccion es a nivel de dicho paso.

En el caso de una reaccién global resultante de un acoplamiento en serie
de varias reacciones quimicas (por ejemplo enzimiticas) la velocidad del wultimo
paso queda determinada por la marcha de la reaccidén componente mas lenta, inde-
pendientemente de las energias de activacién.

Frecuentemente se obtienen datos cinéticos de reacciones bioldgicas (y no
bioldgicas) que parecen ser tratables por interpretaciones simples a pesar de
que en realidad la reaccidn estd compuesta por varias etapas acopladas. Esto
es asi pues la reaccidén esta limitada por el paso limitante que obviamente es
dnico.

Cabe senalar lo siguiente. A priori se puede pensar en aislar los ''sustratos'
del paso limitante y estudiar las caracteriticas cinéticas de esa reaccidn por
separado. Pero, tal como sucede 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

bioldgicas.

1.5.5 Efecto de la temperatura sobre las reacciones enzimiticas (81,82,83)

El efecto de la temperatura sobre la velocidad de las reacciones enzimaticas
puede deberse a varias causas diferentes:
- Puede haber un efecto sobre la estabilidad de la enzima.
- 0 sobre la velocidad de descomposicion del complejo enzima-sustrato para
dar el producto (k+2).

- En condiciones de desaturacidn, puede deberse a un efecto sobre la afini-
dad entre el sustrato y la enzima (k+] o/y k_]) 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 reaccidn debido a una alteracidon de sus pKs.

- Un cambio de temperatura puede provocar la transferencia de la funcidn

li itante de la velocidad de una enzima a otra en sistemas que involucran



dos o mas 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 concentracidn 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 parametros que hay que controlar o estudiar para lograr infor-
macion relevante.

Para que los valores de Ea, tal como se los determina a partir de un grafico

de Arrhenius tengan el significado correcto, se debe tener cuidado de obtener
la Vmax a cada temperatura para construir el grafico. En efecto, la Km puede
depender de la temperatura y no es suficiente suponer que una concentracidn 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 ).

Cuando se grafica el logaritmo de la velocidad vs. 1/T no siempre se obtiene

una linea recta en todo el rango de temperatura estudiado. En muchos casos el
grafico tiene 'una discontinuidad en la pendiente y se aproxima a dos rectas que

se cruzan a una cierta temperatura a la que se llama ''Temperatura de transicién'

(Tc). De esta manera hay dos Ea diferentes para los rangos de temperatura que
separa Tc. Se han propuesto diferentes explicaciones para distintos casos.

1) Desnaturalizacidon de la enzima. Se manifiesta por una caida brusca del gra-

fico por encima de una temperatura dada (relativamente alta) (Fig. V a).

2) Desoptimizacidén de las condiciones de reaccidn de manera continua con el cam-

bio de temperatura. Surge de haber establecido concentraciones saturantes u Op-

timas de ligandos y/o condiciones Sptimas de pH, fuerza idnica, potencial redox,
etc.a una temperatura y mantenerlas a todas las temperaturas probadas, sin co-
rroborar que a estas Ultimas también sean Sptimas. Independientemente de la tem-
peratura en la que se establecieron las condiciones optimas, el grafico se cur-
va hacia abajo manifestandose como en la Fig. V b cuando las condiciones 6pti-
mas se establecen en alguno de los extremos del rango de temperaturas estudiado,
o como en 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 ningin rango de temperatura donde las
condicinones establecidas se mantengan Sptimas.

3)Existencia de dos reacciones paralelas. Es el caso de dos enzimas o dos centros

activos que catalizan la misma reaccidn pero con diferente dependencia de la tempe-
ratura.La velocidad de la reaccidén con mayor dependencia de la temperatura aumen-

ta mads 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 grafico se curva hacia arriba (Fig. V c).

L) Un proceso global que involucra dos reacciones sucesivas con diferente dependencia de la

temperatura. La reaccién con una dependencia de la temperatura mayor es la que tiene velo-
cidad mayor a temperaturas mas altas y por lo tanto el proceso global va a estar limitado
por la otra reaccidn. De esta manera, la velocidad y la Ea observadas son iguales a las de
la reaccion limitante. Esto queda reflejado en wun grafico de Arrhenius con concavidad hacia
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 reaccidn global conforme cambia

la temperatura.

5) La enzima tiene dos formas con diferente actividad. Las dos formas estadn en equilibrio
y son activas, pero tienen diferente Ea. Si la temperatyra tiene un efecto importante en
el cambio de una forma a otra, se puede observar un cambio abrupto en el grafico de Arrhe-

nius. El grafico puede adoptar formas convexas (Fig. V b) o cdncavas (Fig. V c) segin la

enzima, aunque no estd claro cémo pueden ocurrir éstos fendmenas (83).

6) Un cambio de fase en el solvente. Tal como el que puede ocurrir en enzimas de membranas,

ver 1.5.6 . En general el grafico es convexo (Fig. V b)

7) Por otro lado se puede considerar el siguiente caso tedrico. Una reaccién que intrinse-
camente debiera presentar un grafico de Arrhenius ''quebrado'' hacia arriba, podria resultar
rectificado artificialmente si la reaccidon estd desoptimizada respecto de algdn factor a
un rango de temperatura extremo y no en el otro. En la Fig. V f se muestra un ejemplo ted-
rico en el que ambas ramas de un grafico de Arrhenius como el indicado en este paragrafo ,
pueden modi ficar sus respectivas energias de activacidon para dar origen a un comportamien-
to rectilineo. Esto resultaria del efecto de dos factores limitantes indepencdientes que
estuvieran desoptimizados , uno en un rango de temperaturas y el otro en el rango

extremo.

1.5.6 Efecto del estado de los lipidos sobre las propiedades de las proteinas y en
especial enzimas de membrana ( 86)

La fraccidon de los lipidos que participan en las transiciones de fase en las bio-
membranas es, segin el sistema, un 70-80% del total. La fraccidén restante estd presu-
miblemente unida a las proteinas.

Las restricciones estéricas de los lipidos en las vecindades de una proteina pue-
den ser muy diferentes de aquellas donde el lipido estd rodeado sGlo de otras molécu-
las lipidicas. De esta manera, resultan también diferentes sus respectivas caracteris-

ticas.

Las propiedades cataliticas son un indice sensible de la conformacidn proteica.
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Asi es que se puede lograr informacidén cualitativa acerca de las interacciones
ITpido-proteina sobre la base del requerimiento de lipidos por la actividad enzi-
matica.

La interaccidon de lipidos y protéinas puede ser hidrofébica dentro de la
bicapa o también electrostatica a nivel de la interfase de la bicapa.

La respuesta de las prateinas a los lipidos puede surgir de fendmenos tales
como una estabilizacidn de la conformacién catalitica inducida por el lipido, so-
lubilizacion del sustrato o un rol regulador sobre el ciclo catalitico de la enzima(87,
88,90 ). A su vez, las caracteristicas de 1ipidos y proteinas que contribuyen
a su mutua interaccidn serian: la naturaleza anfipdtica 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 hidrofobicos que permi-
ten acomodar superficies hidroféobicas y modular asi las interacciones entre sub-
unidades de las proteinas, como también solubilizar y orientar los sustratos, pro-
ductos y cofactores.

El efecto de la interaccion lipido-proteina sobre la actividad catalitica
de enzimas de membrana puede ser detectado de manera relativamente facil, provocan-
do cambios de fase inducidos por la temperatura.Esto es, cambios del estado lla-
mado "lTquido-cristalino' o '"fluido'" al otro llamado ''sélido'" o ''gel''.

Tipicamente se observan anomalias en los graficos de Arrhenius tales como
cambios de pendientes (''quiebres') e incluso discontinuidades. Todas e¢ilas pueden
ser, luego de diversos controles, asociadas con las caracteristicas de la fase
lipidica (87,89). Estas anomalias, que no estan restringidas a ninguna clase de
enzima de membrana en particular, pueden encontrarse en membranas de células euca-
riontes animales y vegetales provenientes de la membrana plasmatica y también de
organelas, como asi también de células procariontes. A continuacion se citan al-
gunas caracteristicas generales.

1) Las anomalias se observan a temperaturas caracteristicas. En algunos casos es-
tas Gltimas corresponden a las temperaturas de transicion (Tc) de los lipidos,

tal como se determina por ESR y/o técnicas fluorimétricas. Pero existen diversos
casos en que dicha correlacidon no se cumple. Es mas, se han detectado ''quiebres'

«n los graficos de Arrhenius de enzimas totalmente libres de 1Tpidos (164,165).

2) No todas las enzimas presentes en la misma membrana muestran tales anomalias

e incluso aquellas que lo hacen lo manifiestan a diferentes temperaturas, sugirien-
do una heterogeneidad en el modo de asociacién entre lipidos y proteinas (91,92.
3) Aunque no en todos los casos conocidos, las energias de activacidn son mayores
debajo de la Tc que por encima de ellas: 15 a 40 Kcal.mo1-1 y 7 a 20 Kcal.mc:l-l

respectivamente ( 93 ).
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L) Tanto la Tc como la Ea pueden ser cambiadas por alteracidon de la composicidn
lipidica de la membrana (94,95). También pueden ser modificados esos parametros
(en general disminuidos) por el agregado de drogas liposolubles.
5) En bacterias, las caracteristicas de transicién de fase de los 1ipidos pueden
ser alteradas por el suplemento de acidos grasos o presencia de agentes liposolu-
bles en el medio de cultivo, por mutaciones genéticas en la sintesis y degradacidn
de fosfolipidos y por la temperatura de crecimiento. En dichos casos se observa,
generalmente, que los quiebres de los graficos de Arrhenius cambian en la direccidn
que se podria predecir sobre la base de un cambio en la temperatura de transiciodn
de los Iipidos (96).
Todas estas observaciones en conjunto sugieren que los cambios de fase de
los Iipidos regulan la.actividad de las proteinas asociadas.
Sin embargo la interpretacion de los graficos de Arrhenius.de procesos de
membrana requiere gran cuidado. En efecto, el incumplimiento de la ecuacidn de
Arrhenius en un cierto rango de temperaturas, o sea la aparicidn de anomalfias en
el grafico, puede surgir, tal como se seiialé en 1.5.5, 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 conformacidn de la proteina afectada o no por los lipidos
adyacentes.

d) Cambio en la afinidad de la proteina por los sustratos

e) Cambio en la orientacidn, agregacidn y libertad de movimiento de las protefinas.

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

Se considera que los quiebres abruptos de los graficos de Arrhenius de ac-
tividades de membrana (por ejemplo con una resolucidn entre 1 y 3°C) no represen-
tarian cambios de fase lipidica pues si asi fuera implicaria la existencia de gran-
des unidades cooperativas, lo que no es verosimil en bicapas lipidicas de compo-
sicidn mixta.

La observacidon de que sélo ciertas proteinas, pero no todas, son afectadas
por una cierta transicion de fase implica que el microambiente de' Iipidos para
las diversas proteinas de membrana puede ser diferente.

No se sabe aun con certeza como se transmite a las proteinas los cambios
conformacionales de las cadenas acilicas. Se han citado las siguientes posibilidades:
1) Agregacidn y segregacidén de proteinas para dar lugar a ''clusters' (97,98).

Las caracteristicas de agrupamiento y dispersidon de las proteinas de membrana



_29_

dependerian no sdlo de las propiedades de fase de los 1ipidos sino que también
de la naturaleza de las proteinas ( 99 ).

2) Cambio en la orientacidon de las proteinas (100).

3) Interaccion entre subunidades proteicas

L) Conformacidn de las proteinas

Con mucha frecuencia los puntos de quiebre de los graficos de Arrhenius de
las actividades enzimaticas ocurren a temperaturas que estan por encima de aquella
a la cual se dan los cambios de fase globales determinados por la composicién li-
pidica promedio.

Se sabe que varias enzimas activadas por lipidos contienen un anillo de mo-
léculas de I7pidos fuertemente unidas( 101 ). Se los llama en general ''lipidos
anulares''. Ademds de estos Ifpidos, existen otros fuertemente unidos que estdan
interdigitados con las protefnas. También hay evidencias que sugieren que los 17-
pidos anulares inmobilizan (ordenan) parcialmente, a su vez, a algunos 1fpidos
adyacentes formando un "halo' lipidico. Los casos investigados en detalle incluyen
a la citocromo oxidasa(102) Na*+K* ATPasa(103, 104); Ca ATPasa ( 105 ); cito-
cromo P-450 reductasa( 106 ); citocromo b5 ( 107 ); rodopsina ( 108 ). También
hay evidencias que sugieren que la citocromo oxidasa puede ordenar fosfalipidos
incluso bien lejos de los que le son inmediatamente adyascentes ( 109 ).

Estos lipidos anulares tienen propiedades especiales. No pueden ser facil-
mente extraidos, no se intercambian facilmente con los 1ipidos mas fluidos de la
membrana y sus condiciones de estado son considerablemente diferentes de aquellas
compartidas por los lipidos generales de la membrana pues en el entorno anular
estan mas inmobilizados y el "'ambiente'' es mds polar. Se estima que hasta un 50%
del total de los lipidos de la membrana pueden estar en este estado.

El significado funcional de los lipidos anulares y de los dominios lipidicos:
separados en biomembranas es considerado trascendental ( 110 ). Se propone que
los Iipidos diferentes modulan funciones de diferentes proteinas, que componentes
lipfdicos minoritarios pueden tener efectos drasticos en las propiedades de la
membrana modulando la funcién de componentes especificos y que las caracteristi-
cas de fase de las biomembranas surgen de la coexistencia de varias fases mas que
de una Unica fdse resultante de la mezcla de diversas clases de ITpidos. Se sefala
ademas que las diferentes fases pueden ser preturbadas por diversos agentes 1iposo-
lubles de diferente manera, la interaccidn entre los distintos componentes de mem-
brana dependerian significativamente de la composicidn, distribucidén y tiempo de
vida de dichas fases y que la movilidad y movimientos de los diferentes componen-

tes en la misma membrana también pueden ser diferentes.
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En esta Tesis se estudian algunos fendmenos del sistema transductor de ener-
gia fotosintética de bacterias relacionados con la temperatura de reaccidn.

En el Cap. Il se caracteriza la inhibicidon de la fotofosforilacidon que ocu-
rre durante el transcurso de dicha reaccion a temperaturas bajas. Se relaciona
el fendmeno con el efecto que tiene el estado de alta energia de la membrana
sobre la actividad del factor de acoplamiento. Los experimentas se basan sobre
hipétesis derivadas de fendémenos ya descriptos tales como los de Fotoinhibicién
de la fotofosforilacion por PMS y 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 membrana tal como se evidencia

en ( 195-196 ).

En el Cap. 1V se estudian los graficos de Arrhenius de la reaccion de hidrg-
lisis de ATP, constitutiva e inducida por un desacoplante, y los de la reaccidn
directa de sintesis de ATP en diferentes condiciones de transporte de electrones.

Para llevar a cabo estos estudios se establecen las condiciones Sptimas de

reaccion a temperaturas altas y bajas.

En el Cap. V se describen las caracteristicas de la curva de tiempo de la
hidrélisis 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 reaccion.

Se propone un modelo en el que la actividad de la enzima estd regulada di-
ferencialmente por componentes localizados y osméticos del gradiente electroqui-
mico de protones, que es a su vez reconocido actualmente como intermediario di-

recto o indirecto en la sintesis de ATP.
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Resumen de las distintas hipotesis de acoplamiento (Tomado de 5 y 176)

A,B y C. Se muestran las hipotesis en relacidn con el flujo de electrones y la translocacidn
de protones. Las lineas punteadas en C representan la posibilidad de que los cambios confor-
micionales se transmitan directamente desde el sistema de transporte de electrones hasta el

factor de acoplamiento. o e i son los dos lados de la membrana.

D. Hipbtesis de cambios conformacionales de Boyer a nivel del factor de acoplamiento. Mode-

To de dos sitios activos alternos.

a,b y c. Se presentan las hipotesis teniendo en cuenta su relacidn con intermediario de al-

‘ta energia. Ver explicacién en el texto (1.2).
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Figura L

Reconstruccién tridimensional, a partir de micrografias electrénicas, del sistema in-
terno de membranas de Rhodospirillum rubrum. Notese el vinculo con la membrana plasma-

ticay la continuidad del limen de las invaginaciones con el espacio periplasmico. To-
mado de (175).
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Figura 111
Efecto de varios tipos de inhibidores de la fosforilacidon y del transporte de electrones.

E.T.: velocidad de transporte de electrones. ATP: velocidad de fosforilacion. Tomado
de (52).
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Figura IV

Representacidon esquematica del transporte electrdnico ciclico inducido por la luz vy
los sitios de acoplamiento en cromatéforos de R. rubrum. Reacciones de transporte

de electrones estudiadas espectrofotométricamente. ---- Reacciones de transporte de
electrones propuestas. === Sitio de accidn de un inhibidor. = = = Sitio sugerido de

inhibicion. ~, estado de alta energia. AA:Antimicina A; MDP:metilendifosfato; O-Phen:
o-fenantrolina; UQ:ubiquinona. Tomado de (129).
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Dependencia de la temperatura de los procesos fisicos, quimicos y bialégicos. Represen-
tacién de la ecuacidon de Arrhenius. Distintos tipos de desviaciones experimentales de
la ecuacidn.

Los trazos enteros muestran el comportamiento observado, mientras que los discontinuos
indican los comportamientos reales, o las extrapolaciones de los comportamientos obser-
vados a temperaturas extremas. Ver descripcién en el texto. En (g) se muestran los pa-
rametros de la representacién de Arrhenius.



MATERIALES Y METODOS

Il.1 Cultivo de las células, su cosecha y almacenamiento

La cepa se mantuvo en un ''tubo puncién'' en agar 15 g.l.1 con extracto de
levadura 3 g.l-1. Una vez que las bacterias crecieron fotosintéticamente en dichas
condiciones a temperatura ambiente (25-30°C), se guardd la 'puncidn' a 4°C y en
oscuridad. Los repiques se llevaron a cabo cada 15-30 dfas.

El medio de cultivo 1Tquido usado fue el de Hutner ( 111 ). Los cultivos
liquidos se iniciaron a partir de un '"'tubo puncidn'' al cual se le agregd medio
1Tquido, habiendo previamente disgregado el agar. Una vez que este cultivo hubo
crecido, se lo usé como indculo para sembrar un volumen de 100-500 ml, segin el
caso, que a su vez sirvié como inéculo de los cultivos masivos. Los cultivos 1i-
quidos se hicieron en botellas de 1 litro, completamente llenas de medio y cerra-
das herméticamente, o en un fermentador. Se sembré con el indculo en una relacidn
de 2-5% (v/v).

Los cultivos en botella se hicieron con iluminacién incandescente continua,
Se usaron bombas de 100 W comunes ubicadas a unos 10 cm de las botellas, siendo
la intensidad luminica sobre la superficie de las mismas 100 pE.m-z.seg-1. Se
filtré el calor de las lamparas haciendo pasar la luz a través de 5 cm de agua.
Los cultivos se mantuvieron a temperatura ambiente o en un bafio de agua a 30°C.

Los repiques y la cosecha final se hicieron entre las 48 y 72 hs luego de
haber sembrado los cultivos (fase final del crecimiento exponencial-''plateau'').

En algunos casos, en los que se requirid células en crecimiento exponencial
estrictamente controlado (ver Resultados y Discusién), los cultivos se hicieron
a 30 + 0,5°C en un fermentador New Brunswick modelo Magnaferm con una vasija de
6,8 litros y 17 cm de didmetro. Se ilumind 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 bombas distaron 5 cm de la vasija. La agitacidon fue
de 200 RPM. Se eli ind el O2 con burbujeo de N2 y se mantuvo una atmdsfera de N,
con una presion positiva de 25 cm de Hg. Se tomaron muestras periddicas del cul-
tivo y se controld el crecimiento exponencial midiendo la D.0. a 680 nm (turbi-
dez) y 880 nm (pico de absorcién de la Bchl "in vivo'). Se cosecharon las células
antes de llegar a 3,5 UDO680nm'

Para cosechar se enfriaron los cultivos y se los centrifugd durante 20 min
a 4°C en un rotor Sorvall HG-4L con capacidad de 4 1 a 3.500 RPM (3.100 g).

Se lavd el 'pellet' de células resuspendiéndolo en Tris-CIH 5 mM (pH 8,0), en



una relacion de 1 litro de buffer por cada 10 litros de cultivo cosechado, y vol-
viendo a centrifugar.

El '"pellet' de células resultante del lavado se conservd congelado a -70°C
hasta ser usado. Este almacenamiento se hizo hasta por 4-6 meses (Capitulos III

y V).

En algunos casos (CaEftulo IV) las células no se congelaron sino que se las

procesd para obtener cromatéforos inmediatamente luego de cosechadas.

11.2 Preparacién de membranas cromatoféricas

Se resuspendieron las células provenientes de 1 litro de cultivo en unos
30 ml de buffer Tris-CIH 50 mM (pH 8,0); Cleg 2,5 mM. Se sonicd durante 1 min
un volumen de esta suspensidn no mayor de 80 ml a 180 W con un sonicador Labso-
nic 1510 (B. Braun). Para evitar el calentamiento de la muestra se la refrigerd
con un bafio de hielo y sal y la sonicacidn se hizo a intervalos de 30 seg.

Una vez rotas las células, se centrifugd la preparacién durante 20 min en
un rotor Sorvall SS-34 a 12.000 RPM (17.000 g) para eliminar células enteras y
trozos grandes de membrana. Se transvasé cuidadosamente la preparacidn cruda de
cromatéforos (sobrenadante) para purificarla seguidamente por ultracentrifugacion.

Para el estudio llevado a caba en los Capitulos Ill y V, salvo que se indi-

que lo contrario, se ultracentrifugaron los cromatéforos a través de un gradien-
te discontinuo de sacarosa en el mismo buffer de sonicacidn. El gradiente consis-
tié en 5 ml de sacarosa 50% (p/v) y 15 ml de sacarosa 35% (p/v). Sobre esta Glti-
ma capa se sembraron 15 ml de la preparacién cruda de cromatéforos. Se ultracen-
trifugd durante 60 min en un rotor de 3ngulo fijo (Beckman 60 Ti) a 59.000 RPM
(250.000 g). Se recobré con una jeringa la fraccién principal de membrana loca-
lizada aproximadamente en 40% (p/v) de sacarosa. Esta fraccién fue diluida con

el mismo buffer y vuelta a centrifugar de la misma manera. Se descartd cuidado-
samente el sobrenadante y el ''‘pellet'' se resuspendidé con un '"Potter'' en el buffer
de sonicacién’ Se ajustd la concentracién de Bchl a1 mg.ml—].

Para el estudio llevado a cabo en el Capitulo IV la preparacidn cruda de
cromatdforos (15 ml) fue sembrada sobre 20 ml de sacarosa 20% (p/v) en el buffer
de sonicacidon y ultracentrifugada en iguales condiciones que en el caso anterior.
Se descartd el sobrenadante exhaustivamente y el 'pellet'' resultante fue resus-
pendido tal como ya se describid. La preparacidn de cromatéforos fue conservada

en un bafio de agua y hielo para ser usada siempre dentro de las 24-48 hs. En el

(%) Esta preparacién es nominada ''Moo'' en algunos experimentos del Capitulo Il1.
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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 cromatofdricas
usadas en el CaEftulo Il se mantuvieron congeladas a -70°C hasta 15-20 dfias.
Las fracciones alicuotas de la preparacion cromatéforica fueron descongeladas

para ser usadas una sola vez.

()

1.3 Extraccidon y purificacidn parcial del ''factor de acoplamiento 1'' (F1)

Los cromatéforos se resuspendieron en Tris 5 mM pH 7,5; Cleg 0,25 mM y EDTA
1 mM, quedando una concentracidon final de Bchl igual a 100 ug.ml-I. Se sonicod
a 180 W durante 120 seg a intervalos de 30 seg en hielo. Se centrifugd a 250.000 g
(Rotor 60 Ti) durante 60 min a 4°C. El sobrenadante se llevéd a 2 mM ATP y se lo
ultrafiltré (filtro Amicon con agitacidén magnética y presidn de NZ) durante 12
hs en hielo, concentrandose 30 veces. Como la preparacidn contenia ain 0,5 mg
Bchl.ml-l, se ultracentrifugd a 60.000 RPM en un rotor SW 65 Ti durante 90 min
a 4°C. El sobrenadante se guardé en hielo y se lo usé a las 24 hs. El método

general usado es el descripto en ( 112).

Il.4 Determinacién de bacterioclorofila

La concentracidn de bacterioclorofila fue el criterio usado para cuantifi-
car la concentracidn de la suspensién de cromatSforos. Se determind con el méto-
do descripto por Clayton ( 113 ). Se dispersd una alicuota de la preparacidén cro-
matoférica (unos 10 ul) en 2 ml de una mezcla de acetona-metanol 7:2 (v/v) para
inmediatamente centrifugar el extracto organico en una centrifuga clinica a
3500 RPM por 5 min. El sobrenadante se leyé espectrofotométricamente a 772 nm.

El calculo se hizo usando un coeficiente de extincién (1 mMy 1 cm) = 75 y con-

siderando un P.M. = 1000. La cantidad de preparacidn cromatoférica a extraer de-
be ser lo suficientemente baja como para que el ''pellet' originado por el trata-
miento resulte incoloro. Durante todo el proceso se evitd la exposicion a la luz

del extracto organico de los pigmentos.

(*) Nota: En esta Tesis se han usado dos cepas ''wild type' de R. rubrum. Salvo que
se indique lo contrario, se usd la cepa 'W' en todos los experimentos del Capitulo
1l y 1a "FRI'" en todos los de los Capitulos IV y V.




11.5 Control y medicion de la temperatura

Las reacciones se hicieron en un bafio de paredes de vidrio (largo = 40 cm,
ancho = 22 cm y alto = 22 cem) calefaccionado por un termostato-bombeador Haake
regulado por un sensor de contacto de mercurio. Toda la superficie de las pare-
des del bafo, salvo aquella involucrada en la iluminacidén, fue aislada con 2 cm
de ''telgopor''. Se termostatizaron los tubos de ensayo sumergiéndolos hasta unos
3/4 de su longitud. No se usd ninglin sistema mecdnico de agitacién para los tubos.

Para llevar a cabo las reacciones enzimdticas a temperaturas menores que
la ambiente, se usé como agente refrigerante un serpentin de cobre (didmetro =
9 mm y largo = 2,5 m) por el que se hizo circular etanol a =20°C con un flujo
de 1,0 T.min |

La medicion de la temperatura se hizo con un teletermémetro (Yellow Spring
Instruments (YS!) mod. 46 TUC, precisidn = 0,15°C) con un sensor sumergible ubi-
cado dentro de un tubo de ensayo, idéntico a los usados en los experimentos, que
contenia 1 ml de agua destilada. El sensor usado (YSI N°401) tarda 35 seg en acu-
sar el 99% de un cambio dado de temperatura. Por otro lado, como los tubos de
reaccion tardan ca. 1 min en manifestar el 95% de un cambio experimental de tem-
peratura exterior, es que se tuvo cuidado de termostatizarlos en oscuridad duran-
te unos 5 min antes de desencadenar la reaccion.

En los estudios de fotofosforilacidn catalizada por PMS o TMPD y salvo en
los casos donde se usd un filtro rojo, ver Resultados y Discusion, la termosta-
tizacion fue hecha en un compartimiento oscuro dentro del mismo bano para evitar
la fotooxidacidn de dichos agentes redox. Los tubos de reaccidn no estuvieron
mas de 1 min a la luz antes del agregado de membrana.

Por otro lado, es necesario recalcar que la medicién de la temperatura debe
ser hecha dentro del tubo de reaccién pues, a temperaturas extremas de la ambien-
tal, dentro de é1 la temperatura es siempre diferente de la del bafo (hasta * 1°C).

En los experimentos en que se aplican cambios bruscos de temperatura, des-
de bajas (2,5°C) a altas (30°C) se dispuso de 2 bafios termostaticos a las respec-
tivas temperaturas y el cambio se hizo transfiriendo rapidamente los tubos de
ensayo (en 2 seg) y agitando luego el tubo manualmente para acelerar la termos-
tatizacidn. 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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I1.6 Fuente y medicion de la luz

Se usd como fuente de luz 3 bombas reflectoras incandescentes de 150 W a 15
cm de la superficie de los tubos. De esta manera se proveyd de iluminacién unifor-
me a una hilera de 12 tubos de ensayo. Dichos tubos fueron en todos los casos de
11 mm de didmetro y 10 cm de largo. Para disminuir la radiacidn 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 standard la intensidad sobre la superficie de los tubos
fue de 650 uE.m_z.seg-1

La luz fue medida con un ''"Radiémetro'' Lambda LI-185 con un sensor cudntico con
sensibilidad en el rango de 400 a 700 nm. La intensidad de la luz medida en el ran-
go de sensibilidad del sensor es s6lo 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 mis adelante). Esto debe ser tenido
en cuenta pues el espectro de accidon de los cromatéforos 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 logrd su disminucién alejando la bateria de luces a dis-
tancias adecuadas y/o disminuyendo el ndmero de bombas. Para intensidades de luz
muy bajas se interpusieron filtros neutros (papeles de ''seda'' blancos). En todos
los casos se constatd que hubiera iluminacidn uniforme a lo largo de la gradilla

de incubacion.

I1.7 Control del pH de las mezclas de reaccién

El pH de las mezclas de reaccién (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 ajustd el pH de las mezclas de reaccidn para que
luego fueran usadas en las reacciones a temperaturas que diferfan a lo sumo en
t 2-3°C respecto de aquella a la cual se prepard la mezcla.

La preparacién de las mezclas se hizo en un vaso de doble camisa termostati-
zado. Se usd agitacion magnética y se controld la temperatura con un teletermome-
tro. E1 pH se midié con un electrodo de combinacidén y un pHmetro Radiometer PHM-8L.
Se lo calibré a cada temperatura con dos buffers stédndard (pH = 7 y pH = 4) segin
las instrucciones del fabricante.

En los experimentos en los que la variable fue el pH, se procedid de manera
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idéntica. Las mezclas de reaccion que llevaron PMS, TMPD o desacoplantes se com-

pletaron con dichas sustancias a Gltimo momento.

11.8 Medicién de la actividad de fotofosforilacién

De manera standard y salvo que se indique otra cosa, la reaccidn se llevé a
cabo aerdbicamente en un valumen de 1 ml conteniendo 30 uymoles de Tricina-OHNa
(pH 8,0 a 30°C y pH 8,7 a 3°C); 3,7 umoles de MgClz; 2 ymoles de ADP; 2 umoles de
32

POAHzNa conteniendo 3 x 106 cpm de “"P y 50 nmoles de PMS. La reaccidn se desenca-
dené agregando cromatbéforos equivalentes a 10 ug de Bchl con una micropipeta de
vidrio con enrase por estrangulacién y fue interrumpida por el agregado rapido,
con una pipeta automitica, de 1 ml de reactivo de trietilamina (tal como se descri-
be m3s adelante) y transfiriendo el tubo de reaccién al hielo. En algunos casos
la reaccién se interrumpid con 80 ul de TCA 50% (p/v).

Eventualmente se afadié a 1 ml de mezcla de reaccidén 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 |1.10.

En todos los casos la medicion de la actividad de fotofosforiltacién se hizo
a través de curvas de tiempo.

Las mezclas que contuvieron PMS o TMPD fueron protegidas de la luz hasta el
momento de la reaccion.

Las concentraciones de todas las soluciones ''madre'' de ADP usadas en todos
los experimentos fueron medidas espectrofotométricamente a 260 nm, considerando
un coeficiente de extincidn (mM y 1 cm) = 15. E1 ADP se prepard en solucidn acuo-

sa (100 mM) a pH 7,5-8,0. Se lo guardd a -20°C por no mas de 1 mes.

11.9 Medicidn de la actividad de fotofosforilacidn llevada a cabo anaerébicamente

Se siguié el método descripto en ( 114 ). La mezcla de reaccidn sefialada pa-
ra la condicidén aerdbica fue suplementada con 20 umoles de D-glucosa y se la cubrid
con una capa de 1 cm de alto de vaselina liquida (de uso farmaceitico, marca
Ew e) Con una microjeringa se agregd 5 U de glucosa oxidasa (E.C. 1.1.3.4) vy
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 preincubd a 30°C durante 30 min para
asegurar que s6lo quedaran trazas de oxigeno. De manera rutinaria se lo controlo
a través de la decoloracion del azul de metileno en una concentracién inicial

equivalente a ca. 0,5 UDO a 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
concentracién fue menor que 1 uM luego de 10 min de incubacidn. Se agregaron los
cromatoforos (10 ug Bchl.ml-l) con una micropipeta de vidrio en estricta oscuri-
dad a 30°C y luego de incubar durante 5 min, los tubos fueron termostatizados por
otros 5 min a la temperatura deseada en oscuridad. La reaccidn de fotofosforila-

cién se desencadend prendiendo la luz.

11.10 Actividad de fotofosforilacion medida por medio de un acoplamiento a una
reaccion de hexoquinasa e hidrolisis acida de los nucledtidos

En los experimentos en los que se quiso discernir entre la incorporacién de
Pi estrictamente en ATP de.otros posibles intercambios de Pi a nivel de nucledtidos
(115 - 117) fue necesario incorporar a la mezcla de reaccidn hexoquinasa y gluco-
sa tal como ya se describio. El método general es el usado en(118).

Luego de finalizada la reaccién se hidrolizaron totalmente los ésteres fos-
féricos de los nucledtidos. La glucosa-6P es resistente a esta hidrélisis.

Como la hexoquinasa reacciona especificamente con ATP, se concluye que todo
el fésforo radiactivo orgdnico, luego de la hidrélisis, estd incorporado en glu-
cosa-6P y por lo tanto proviene exclusivamente del ATP.

El procedimiento consistid en:

—_—

Fotofosforilacién en presencia de hexoquinasa y glucosa a 30°C.
Se detiene la reaccidn con 80 ul de TCA 50% (p/v), (resulta 4% final).

Se centrifuga en centrifuga clinica a 3500 RPM durante 5 min.

wN

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

Se agregan 50 ul de SO,H, 10 N (resulta 1 N final).

P
— e

[e ANV

Se calienta a 100°C durante 10 min.

7) Se enfria y se extrae el Pi con el método de Avron o con el ''Reactivo de trie-
tilamina', ver 11.11.

8) Se cuenta la radioactividad.

Como la hexoquinasa tiene muy poca actividad a temperaturas bajas (3°C) fue
necesario modificar ligeramente el método para capturar el fosfato y del ATP sin-
tetizado a esa baja temperatura. A tal efecto, la reaccidon de fotofosforilacion
fue detenida a los tiempos convenientes apagando la luz. Inmediatamente se llevd
el tubo de reaccidén a un bafio a 30°C en oscuridad para permitir que actuara la
hexoquinasa. Luego de 3 min en esas condiciones se detuvo toda accidn enzimitica
con 80 ul de TCA 50% (p/v). La muestra fue luego procesada como se describe arriba.

Durante la incubacién en la que actda la hexoquinasa,la ATPasa de membrana



no hidroliza significativamente el ATP fotosintetizado previamente, ver como ejem-

plo la Fig. 8.

11.11 Determinacion de la incorporacidén de fosfato radioactivo a compuestos orga-
nicos

Se siguié el método de extraccion de fosfato con isobutanol-benceno descrip-
to por Avron ( 119 ) o el de 'Reactivo de trietilamina' descripto por Sugino y
Miyoshi ( 120 )*. Este Gltimo método fue el que se usé en la gran mayorfa de los
casos dado su gran practicidad. El mismo reactivo detiene la reaccidn enzimitica
precipitando la membrana cromatoférica ademas de precipitar el fosfato inorgani-
co. La técnica consiste en la precipitacion del cqomplejo fosfomolibdico en presen-
cia de trietilamina. Para todo esto se agregé 1 ml del reactivo a 1 ml de mezcla

de reaccidn.

Composicion del reactivo

Mdibdato de amonio. 4 H,0--=--~---=-------oo--ooo- 1g
Hy0-=-mmmmmomom oo om s oo oo oo oo s oo oo 30 ml
CIH (conc.)============c=--comocmmmmmmocoomooo o b mi
HyO0 llevar @ —--====-===c-=-ms--o-soooccoeoososos 99 ml
Trietilamina-=-==-=-==--------e---omo-oe—occen - 1 ml

Luego de la interrupcidon de la reaccién con el agregado del reactivo, se cen-
trifugaron los tubos en una centrifuga clinica a 3500 RPM durante 5 min. Se obtu-
vo un '‘pellet' amarillo y un sobrenadante limpido. El primero representa el fos-
fato inorganico (como complejo fosfomolibdico) no incorporado y los cromatéforos
desnaturalizados. E! segundo contiene el fosfato incorporado organicamente. De
este sobrenadante se tomé una alicuota de 1 ml con la que se evalué la radioacti-
vidad en un contador de centelleo liquido Beckman LS-3150 T midiendo la radiacion
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 comin. En el caso de que la mues-
tra fuese coloreada, por ejemplo si se usa TMPD en la reaccidén, se agregbé 0,25 ml
de H,0

272°
Operando en las condiciones sefaladas, se pueden precipitar hasta 3 umoles

* Se agradece al Dr. Héctor Lucero del CEFOBI (Rosario) por la comunicacidn de
este método.
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de fosfato inorgdnico. Para los casos donde se tuvo que precipitar hasta 4 pmoles,
se usO una mezcla de doble concentracion que la descripta. Se hicieron curvas de
calibracién para determinar estas capacidades (Fig. 1).

Se comparé la actividad de fotofosforilacion de cromatSforos de R. rubrum
medida con el método de Avron y -con el método del '"'Reactivo de trietilamina''. Con
este Gltimo la actividad observada fue un 20% superior a la medida con el primero
(no se muestra). La normalidad proténica durante el procesamiento de la muestra
es 1,65 en el caso del primer método y 0,24 en el del segundo. Podria ser enton-
ces, que la mayor acidez del método de Avron cause una hidrélisis parcial del ATP

3

sintetizado y entonces una pérdida de 2P que habTa sido incorporada fotosintéti-
camente.

E! método del ''Reactivo de trietilamina' tieme, frenta al de Avron, la gran
ventaja de ser mucho mas rapido e igualmente preciso aunque, sin embargo, en las
condiciones usuales de reaccidn, tiene un 'background' 10 veces superior.

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

Los puntos experimentales se grafican habiéndoseles descontado el valor del

"background".

11.12 Medicion de la actividad ATPasica

La reaccién se llevé a cabo aerdbicamente y en oscuridad (salvo que se indi-
que lo contrario). La mezcla de reaccidén contuvo, de manera standard, en un volu-
men de 1 ml: 62 ymoles de Tris-CIH (pH 8,0); 2 umoles de Cleg; 2 umoles de ATP
y cromatéforos en concentraciones equivalentes a 10-30 ug Bchl.ml_]. La hidréli-
sis fue desencadenada con el agregado rapido de cromatéforos e interrumpida con
la adicion de 80 ul de TCA 50% (p/v) y poniendo al mismo tiempo los tubos en hi -

lo. En los experimentos de los Capitulos |I|l y IV se usaron voldmenes de reacciodn

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 circuld agua a la
temperatura apropiada con un flujo de unos 6 I.min—] y con fuerte agitacidon mag-
nética. A intervalos de 5 seg o mayores se tomaron muestras de 0,7 ml con una pi-
peta automidtica para inmediatamente (justo en el momento previsto) agregarlas a
tubos de ensayo que contenian 80 ul de TCA 50% para interrumpir asi la reaccidn.

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



tiempo de hasta 40 puntos.

En los experimentos del Capitulo V donde hubo que suministrar luz a la reac-
cién, se usd el dispositivo de iluminacidon descripto para fotofosforilacidon si se
usaban mezclas de incubacidon independientes para cada tiempo. En el caso de usar
una mezcla Gnica, 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 hidrSlisis no enzimatica del fosfato y y/o
B de los nucledtidos presentes al finalizar la reaccidn. Esta hidrélisis estd fa-
vorecida por las condiciones acidas que provocan el TCA y el posterior agregado
del reactivo de Pi. Sin embargo todo esto fue estrictamente controlado y no fue
causa de ningdn error sustancial en las mediciones, en especial en relacidn con
los fendmenos mostrados en el Capitulo V. Los tubos se centrifugaron en una centri-
fuga clinica durante 5 min a 3500 RPM para precipitar los cromatéforos. Se toma-
ron muestras del sobrenadante, que resulté totalmente limpido, con una pipeta au-
tomitica (0,6-0,8 ml) y se las transvasd a otros tubos. A estas alficuotas se les
hizo la determinacion de fosfato inorganico, ver 11.13.

E1 ATP fue preparado en dilucidén 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 nm considerando un coeficiente de extin-
cién (mM y 1 cm) = 15. Se lo guardd a -20°C por no mas de 1 mes.

En los casos en que se indica, la reaccidon ATPasica fue estimulada por el
agregado del desacoplante FCCP. Este fue disuelto en metanol en una concentracion
de 10 mM y guardado a -20°C durante meses. No se agregaron vollmenes mayores de
30 pl/ml de mezcla de reaccidon. Este volumen de metanol no afecta per se a la ve-
locidad de la reaccidon. Las diluciones necesarias fueron hechas en el dia en el
mismo alcohol.

No se detectd hidrélisis no enzimatica de ATP hasta por lo menos 15 min

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



11.13 Determinacion de Fosfato inorgéanico

Se utilizé el método descripto por Taussky y Shorr ( 122 ) modificado median-
te la concentracién de sus constituyentes (4 veces) a fin de aumentar la sensibi-
lidad disminuyendo el volumen de la mezcla final a ser leida espectrofotométrica-
mente.

El reactivo se preparé de la siguiente manera:

S i 2 g
Molibdato de NH, 10% (p/v) en SO,H, 10 N------=-o-- L ml
H20 llevar @========-s=mce e e e mmemm—a—o 10 ml

Se agitd hasta la disolucién completa de los cristales de sulfato ferroso.
Se lo protegié de la luz y se lo utilizd en el dla.

Se agregd el reactivo a las muestras, que se mantenian en hielo, con una
pipeta automatica (175 ul de reactivo/ml de muestra). Una vez que se procedid
con todos los tubos (no mas de 40 por vez) se transfirieron todos juntos del hie-
lo a un bafio a 30°C donde se los incubd por 2 min para facilitar que se desarrollara
la reaccidn colorigénica. Se leyé inmediatamente a 660 nm manteniéndose, mientras
tanto, los tubos a temperatura ambiente.

La curva de calibracidon cumple con la ley de Lambert y Beer hasta 0,9 UDO
a 660 nm y la pendiente es ca. 2,7 UDO660 nm.umol Pi—]. La precisidn general es
equivalente a una desviacién no mayor a + 0.010 UDO desde 0 a 0,9 UDO.

Las lecturas se hicieron contra un ''blanco de reaccién no enzimatica' el cual
fue incubado, en ausencia de cromatéforos, por un tiempo intermedio al maximo usa-
do en la reaccidn enzimitica (no detectdndose, sin embargo, hidrélisis en esas
condiciones, tal como se menciond en |1.12). Luego del agregado de TCA se adicio-
né membrana cromatoférica y se procedié subsiguientemente como con los demas ''pun-

tos experimentales''.

11.14 "Quenching'' de la fluorescencia de la 9-aminoacridina

La mezcla de reaccion contuvo en un volumen de 1 ml: 10 umoles de Tricina-
NaOH (pH 8,0); 2 umoles de C1,Mg; L nmoles de 9-AA; 100 umoles de C1K y cromatéfo-
ros equivalentes a 20 ug Bchl. La reaccidon se desencadend con 2 umoles de ATP.
La fluorescencia se midid con un espectrofluordmetro Zeiss con geometria de 90°.
Las bandas de excitacidén y emisién fueron 408 nm y 480 nm respectivamente.

La luz actinica (luz de excitacién fotosintética) fue provista por una lampa-

ra puntiforme Wild (Heerbrugg) de 15 W y conducida por medio de una fibra dptica
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(de 6 mm de didmetro y 40 cm de largo). Todo el volumen de la muestra quedd ilu-
minado uniformemente en direccidn perpendicular a los ejes Spticos de excitacidn
y emisién. La luz actinica fue filtrada por un filtro rojo de tipo 'cut-off" (ver
espectro de transmisidn en la Fig. 9). La termostatizacidn se logré mediante la
refrigeracion de la camara de cubetas y del portacubetas haciendo circular etanol
frio. Con un teletermometro se controld la temperatura adentro de la cubeta antes
de desarrollar la reaccion.

La fluorescencia fue totalmente proporcional a la concentracidn de 9-AA has-
ta por lo menos 10 uM. E1 método general es el descripto en (123 - 125).
La reaccion se registrd con un registrador potenciométrico ''Rikadenki'' con un

retardo de 1 seg para una defleccién de escala completa.

I1.15 Determinaciones espectrofotométricas

Todas las mediciones de absorbancia incluyendo los espectros se hicieron con

un espectrofotémetro ''doble haz'', visible-UV Zeiss DMR 21.

I1.16 Drogas usadas

A continuacidn se indica el origen y nimero de catdlogo de las drogas utilizadas.

Provistas por Sigma C.0. (St. Louis-EEUU)
ADP A 8146
ATP A 5394

9-aminoacridina A 1135

catalasa C-30

Fccp C 4017

a-D (+) glucosa G 5000

glucosa oxidasa (cruda) G-2258
hexoquinasa H 5000

oligomicina 0 4876

PMS P 9625

Tricina T 0377

Tris (Trizma Base) T 1503
Provistas por Fluka (Buchs-Suiza)
TMPD 87830

Provistas por Mallinckrodt

Tritén X-100

Todas las demds drogas fueron ''pro-anadlisis'' y provistas por Mallinckrodt,
Carlo Erba y Sintorgédn. El acido ortofosférico radioactivo (32P) fue provisto

por la Comisidén Nacional de Energia Atdmica.
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Figura 1
Capacidad del '"Reactivo de Trietilamina'' para precipitar exhaustivamente fosfato

inorganico.

Se grafica el Pi (32P) remanente en el sobrenadante (ver método general en el tex-
to) en funcidn de la concentracién de Pi en la mezcla de reaccidn.(x1): el reac-
tivo tiene la composicién standard. (x2): el reactivo tiene duplicada la concen-
tracidn de todos sus componentes.
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i1l. inhibicidon irreversible de la fotofosforilacién originada durante el curso de la reac-
cion de fotofosforilacion mediada por PMS a baja temperatura
I11.1 Introduccion

La actividad del factor de acoplamiento de organismos fotosintéticos estd asociada a
cambios conformacionales durante su ciclo catalftico ( 12,40,4%2,43 ,44), Dichos cambios de-
penden del estado de alta energia de la membrana pero no esta claro si tienen una relacién

causal directa con los eventos que conducen la reaccidn (tanto de sintesis como de hidrdli-

sis de ATP) o si son una manifestacién lateral de otros procesos adn no claramente conoci-
dos. Mitchell ( 10-13 ) y Williams ( 20-21 ) proponen respectivamente que un gradiente
proténico a través de la membrana o altas concentracione; 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 fenémenos secundarios. Por otro lado, Boyer
{ 31,40) y Slater ( 45 ) postulan que los cambios conformacionales durante la sintesis
de ATP podrian estar acoplados directamente al transporte electrdnico. Frente al mecanismo

quimiosmético directo sefalado arriba, donde los .protones intervendrian directamente en la

reaccion, existen modelos mas flexibles y abarcadores que sugieren que los gradientes pro-
tonicos proveerian la energia para la sintesis de ATP por medio de cambios conformacionales
provocados por la translocacidn .de H* hacia afuera a través del factor de acoplamiento du-

rante el ciclo catalitico (mecanismo quimiosmético indirecto) ( 9,46).

También se conocen cambios irreversibles en la actividad del sistema transductor de e-
nergia de cloroplastos y de cromatéforos que surgen de distintos pretratamientos experimen:
tales. En general, dichos cambios se manifiestan como inhibiciones (50-80%) de tanto la
sintesis de ATP como de su hidrélisis y surgen cuando se preiluminan (energizan) las membra
nas fotosintéticas en ausencia de alguno o de todos los sustratos de fotofosforilacidén du-
rante tiempos del orden del minuto. El estado de alta energia de la membrana tiene un papel
determinante. En efecto, su disipacidn por medio de un desacoplante o su consumo a traveés
de reacciones que requieren energia (la propia sintesis de ATP o la fotoreduccién de NAD™)
evitan la inhibicidén, ver Introduccion |.4.2.

La especulacidn que se plantea alrededor de estos fendmenos propone que la energia de
la membrana, ademds de mantener la sintesis de ATP, puede tener un papel regulador sobre el
factor de acoplamiento o, mas en general, que en condiciones artificiales (ausencia de sus-
tratos de fosforilacidn), un exceso de energia que no puede derivarse a la reaccidn de sin-
tesis de ATP provoca la inhibicidén, que es interpretada a su vez como una reaccidn lateral.

En este Capitulo se detecta una inhibicién irreversible (50%) del sistema de fotofosfo-
rilacion de cromatéforos de R. rubrum que ocurre durante el curso de la fotofosforilacién a
baja temperatura (3°C). Aunque tiene lugar en presencia de sustratos, las hipStesis que
condujeron la investigacidn proponen que también en este caso la inhibicidn estd determina-
da por un exceso de energia en la membrana. Se estableceria por un desbalance, determinado
por la baja temperatura, entre la velocidad del transporte de electrones y la de disipaciodn

del estado de alta energia a través de la sintesis de ATP a nivel del factor de acoplamiento.
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I11.2 Experimentos iniciales

La reaccion de fotofosforilacion mediada por PMS muestra una clara dependencia
de la temperatura (Fig. 2). A temperaturas superiores a los 20°C la reaccién 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 uM ATP (Fig. 8). Sin embargo, a temperaturas bajas,
aproximadamente hasta 20°C, se observa una disminucién de la velocidad inicial que,
por ejemplo en el caso de la reaccidén llevada a cabo entre 2 y 3°C, se manifiesta
luego de haber transcurrido alrededor de 1 min desde su desencadenamiento (entre
Lo y 120 seg).

Con el método discontinuo usado para registrar la reaccidn se observa un ''lag"
aparente de 5 a 10 seg que es independiente de la temperatura, ver también Fig.
17. Sin embargo, su existencia parece depender de cada preparacidon cromatoférica.

La curva de tiempo a ''temperatura baja'', tal como se denomlnard en adelante,
fue estandarizada a 2,5-3°C. Esta muestra dos zonas distintas luego del '"lag' se-
fialado arriba. La primera se extiende hasta aproximadamente el ler minuto de reac-
cion y es consistentemente rectilinea o de curvatura despreciable. Le sigue una
zona de relativa angulosidad, que se llamard ''quiebre'', centrada entre los 40 seg
y los 2 min para dar lugar, posteriormente, a una fase en la que la reaccidn esta
un 50% inhibida respecto de la velocidad inicial. La velocidad de esta 2da etapa
se mantiene relativamente constante durante 4 o 10 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 inhibicidon respecto de la velocidad inicial es ma-
yor cuanto menor la temperatura. Sin embargo, la inhibicién es nula a temperaturas
relativamente altas (mayores de 20°C) y tiende a estabilizarse en un nivel de al-
rededor 40-60% a temperaturas bajas, recuadro interno de la Fig. 2.

También se evidencia que, avanzado el curso de la reaccion (4-10 min) la inhi-
bicién queda aproxiradamente estabilizada, tal como lo muestra la convergencia
de las diferentes curvas de inhibicion a bajas temperaturas. En este sentido que-
da definida la segunda fase de la reaccidn ya descripta arriba. Este comportamien-
to es similar, independientemente de la cepa usada.

Dado que la disminucién de la velocidad durante el transcurso de la reaccidn
a temperaturas bajas ocurre a tiempos de reaccidon y a niveles de producto notable-
mente menores que los requeridos para obtener algin descenso de velocidad a tempe-
raturas mayores de 20°C, es que resultd atractivo caracterizar la indole de dicha

inhibicién.
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Con la hipdtesis de que el tramo de la curva de tiempo posterior al ‘'quiebre'
refleja algin tipo de forma de fotofosforilacion de baja actividad o inhibida,
se desarrollaron los siguientes experimentos, varios de los cuales fueron necesa-
rios para descartar causas triviales de la inhibicidn observada.

Como la velocidad de la segunda fase decae (en algunos experimentos) levemente
con el tiempo, se eligié a fines descriptivos la pendiente de una secante a la

"inicial' de

curva entre el minuto 4°y 6°como un indice stdndard de la velocidad
la actividad inhibida.

En la Fig. 3 (curvas B y C) se observa que incubaciones de la membrana a 2,6°C
en presencia de sustratos de fosforilacion, pero en oscuridad, no afectan el com-
portamiento caracteristico de la reaccién (curva A), que consiste, como se descri-
bié mas arriba, en un marcado descenso de la velocidad inicial luego del transcur-
so de ca. 1 min desde su comienzo. La actividad a 30°C tampoco es modificada por
una incubacidn previa de la membrana a 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 reaccidn a 2,5°C , se puede calcular que en el momento del cam-
bio de la velocidad inicial el porcentaje consumido de los sustratos (ADP y Pi)
alcanza sélo un 0,5 a 1% segin el experimento, siendo a su vez el nivel de produc-
to acumulado entre 10 y 20 uM ATP (tener en cuenta que los valores graficados fue-
ron normalizados a 1 mg Bchl y que la cantidad de cromatéforos utilizada represen-
td en todos los casos 8-12 ug Bchl). Aunque los valores sefalados son bajos (va-
riaciones de ese orden no producen ninglin efecto sobre la velocidad inicial de la
reaccidén a 30°C, tal como se deduce de su constancia durante por lo menos 3 min,
aln en ausencia de hexoquinasa y glucosa), se considerd necesario averiguar si
el decaimiento de la velocidad inicial a temperatura baja se debia a una progre-
siva desaturacidén respecto de los sustratos o a una progresiva inhibicidén por pro-
ducto. Esto, si asi fuera, indicaria un comportamiento cinético diferente a tempe-
raturas bajas respecto a altas.

Se estudiaron las curvas de saturacidn aparente tanto para Pi como para ADP
manteniendo el otro sustrato constante.

La fase inicial y la inhibida muestran un comportamiento ''michaeliano'' respec-
to de Pi (Fig. 4). Se deduce que la inhibicidn observada no puede explicarse por
desaturacidén de Pi pues su consumo no alcanza a producir ningin cambio significa-
tivo de la velocidad.

De igual manera, en la Tabla 1 se estudia la saturacién por ADP. Tampoco en
este caso se puede atribuir la inhibicidén observada a una progresiva desaturacion

del nucledtido en el curso de la reaccidén a baja temperatura.



La Fig. 5 muestra que el fendmeno en estudio tampoco es el reflejo de una inhi-
bicion por producto. En efecto, concentraciones de ATP similares y aln mayores
a las presentes en el momento del ''quiebre'' no inhiben la velocidad inicial de
fotofosforilacidén a 2,5°C.

32

Se debe sefialar que todo el curso de la incorporacidn de Pi a compuestos

organicos depende de la luz (Figs. 3 y 8).

Se sabe que las membranas fotosintéticas también pueden catalizar incorpora-

cién de 32Pi en reacciones que no involucran la sintesis de ATP, por ejemplo el
intercambio de fosfato de nucledtidos (115,116) y la sintesis de PPi (115).
En R. rubrum la sintesis de ATP es el proceso de incorporacidn de 32Pi a nu-

cleétidos de mayor importancia ( 199 ). Como no se tenfa evidencia de esto a tem-
peratura baja, se llevé a cabo una curva de tiempo valorando el producto luego

de una incubacidn con hexoquinasa y glucosa seqguida de una hidrélisis dcida de
los nucledtidos tal como se describe en 'Materiales y Métodos''. El resultado
(Fig. 6 B) consistié en una curva de tiempo esencialmente igual a la lograda sin
dicha hidrélisis. Corroborando este resultado se determiné que la incorporaciodn,
en ausencia de ADF, de 32Pi 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 2,5°C (Fig. 6 A).

Estos dos Gltimos experimentos fueron necesarios pues la curva de incorpora-
cidén observada podria haber sido €l resultado de la superposicidn de dos o mas
actividades, es decir, la sintesis de ATP perduraria luego de los primeros minu-
tos, mientras que las otras sdlo se manifestarian en el primer minuto y luego de-
caerfan.

De estos resultados se concluye que: i) En ausencia de ADP exdgeno y en el
perfodo de tiempo en el que se manifiesta la inhibicidn, no hay reaccidn de PPi
sintetasa (el PPi no es precipitado por el Reactivo de Trietilamina (120 )),ni
hay una eventual fotofosforilacién de ADP enddégeno (unido) y posterior liberacidn.
ii) De manera mids general, la presencia de una inhibicién (manifestada como la
existencia de una primera y una segunda fases) no es la expresidn de la produccidn
transitoria de algin otro producto marcado hidrolizable ademas de ATP, ya que lue-
go del tratamiento con hexoquinasa-glucosa y posterior hidrélisis ain se mantiene
el ''quiebre' en el curso de la reaccion.

Con todos los experimentos sefialados hasta el momento, se tuvo la evidencia
de que se estaba en presencia de un fendémeno de inhibicidn de la actividad, deter-
minado por el tiempo en condiciones de fotofosforilacidén a baja temperatura, pero

no causado por desaturacidn de sustratos ni por inhibicién por producto.



Usando concentraciones mayores de cromatdforos 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 iluminacion efectiva promedio de los cromatéfo-
ros caiga por debajo de los niveles de saturacion (199 )ﬁ La fase inicial se pro-
longa hasta alrededor de los 5 min alcanzandose valores de producto acumulado 6
veces mayores que los que hay presentes en el momento de la inhibicién en la reac-
cidén control A (esto es 100 uM vs. 15 uM ATP). Se debe aclarar que la inhibicién
que sufre la reaccion B a los 5 min no se puede explicar de la misma manera que
la de las reacciones Ay C ya que, como se vera mas adelante, las reacciones que
tienen la velocidad inicial apreciablemente inhibida (50%) no muestran el fendme-
no de ''quiebre''. En el caso particular de B la caida de la velocidad observada
podria explicarse parcialmente por inhibicidn por producto (Fig. 5).

Proponiendo que las caracteristicas cinéticas (respecto de sustratos y produc-
tos) sean similares en las dos condiciones energéticas (o sea alta iluminacién
efectiva con bajas concentraciones de cromatéforos y viceversa), es evidente que
el '"quiebre'’ de la reaccidon no depende de que se alcancen niveles criticos respec-
to de sustratos o productos, corrobordndose lo visto en las Figs. L y 5 yen la
Tabla 1. En apoyo a la premisa cotemplada para esta dltima conclusidn comparense

las Figs.24,25,26,41, y véase 111.8.3.

Aplicando esos mismos argumentos e informacién, tampoco depende del nidmero
de ciclos enzimaticos de fotofosforilacidn, lo que seria de esperar si la entra-
da en la fase inhibida fuese la consecuencia de la acumulacidn de formas de menor
actividad, surgidas de manera estadistica a partir de un ciclo enzimitico hipoté-
tico propio de la primera fase.

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

Por otro lado la reaccion C de la Fig. 7 provee las mismas conclusiones ante-
riores. En esta reaccion, disminuyendo laintensidad de luz se logra mantener la
primera fase con velocidad constante durante casi 4 min. En apoyo a esto la Fig.
14 muestra un experimento mas completo.

La estricta dependencia de la luz indujo a pensar que el fendémeno podria ser
el reflejo de algin cambio funcional del sistema global de fotofosforilacidn pro-
vocado directa o indirectamente por la luz (por ejemplo a través del estado de
alta energia del cromatéforo). Si asi fuese, cabria la posibilidad de ser rever-
tido por una interrupcidn de la iluminacidn por periodos mas o menos largos, dado
que en oscuridad el estado de alta energia se disipa. La Fig. 3 (curvas Dy E)

muestra que interrupciones de la luz efectuadas en la segunda fase de la curva A

(*) Ver discusién en la pag. 127.
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durante periodos de tiempo de hasta 10 min no modifican el grado de inhibicidn

que se manifiesta en el minuto 6°, con respecto a la velocidad de la primera

fase®. En la curva A se observa ademds que la velocidad tiende a cero con el trans-
curso del tiempo. Por otro lado, en la misma figura la actividad ATPasica en os-
curidad es despreciable en esas condiciones de reaccién. Respecto de la continua
inhibicidn de la segunda fase, la Fig. 5 B sugiere que la inhibicidn por produc-

to no da cuenta del total de la inhibicion observada. A este respecto ver el Ca-
Eftulo bl.7.

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

En relacidn con esas hipGtesis la Fig. 8 muestra que:

1) La actividad a 30°C, luego de 4 min de fotofosforilacidn a 2,6°C (por lo
tanto ya en la fase inhibida) estd inhibida en un 46% con respecto a la de la reac-
cion llevada a cabo enteramente a 30°C (comparar reacciones E y A); es decir en
el mismo grado en que lo estd la actividad a 2,6°C luego de 4 min respecto de su
primera fase (reaccidén B). Tampoco se logra revertir la inhibicién con una incuba-
cidén a 30°C en oscuridad intercalada entre la fase inhibida de fotofosforilacidn
a 2,6°C y la fotofosforilacidon 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 inhibicién de una nueva reaccién a 2,6°C son del mismo orden (ca.
50%) que los que corresponden al momento inmediatamente anterior a la intercala-
cién del tratamiento de incubacidn a 30°C, (comparar reacciones Hy G con B).

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

4) Justo en el momento donde se empieza a evidenciar alguna inhibicidn a tem-
peratura baja (zona del ''quiebre') también se detecta una pequeda inhibicién (15%)
al transferir y medir seguidamente la reaccidn a 30°C, (reaccidn D).

En conclusidén, una vez logrado un cierto nivel de inhibicidén a temperatura baja,

(*) Ver también otro fendémeno interesante provocado por un tratamiento de este

tipo en la Fig. 54.
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éste también se manifiesta en la actividad a temperaturas altas, y no es posible
revertirlo al incubar a 30°C ni con tratamientos de oscuridad ni permitiendo que
la membrana fotofosforile.

Este fendmeno de inhibicidn 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 informacién es relevan-
te para hipdtesis que planteen que el fendmeno estd influido por la conformacidn
de la membrana previa al experimento y que dicha conformacion pudiese ser modifi-

cada irreversiblemente a partir del estado nativo, durante el congelamiento.

111.3 Evidencias que descartan una accidon directa del PMS como causa de la inhi-
bicién observada a bajas temperaturas.

Se sabe que el PMS se fotooxida dando lugar a piocianina (126).

Se podria postular que la inhibicién observada se debe a la desaparicidn de
PMS, al transformarse a partir de su forma original (26,127 ), o a un efecto té-
xico de €1 o de sus fotoderivados, tal vez dependiente del tiempo, sobre alguna
parte del sistema de fotofosforilacién. Es claro que si asi fuese, tal efecto sélo
se manifestaria a bajas temperaturas, pues a altas, en tiempos similares a aque-
llos en los cuales a bajas temperaturas se inhibe la reaccién, no se observa inhi-

bicién, 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 inhibicién no depende de un efecto directo del PMS. Este agente redox
cumpliria, entonces, sGlo con su papel conocido de mediador en el transporte elec-
trénico facilitando la energizacién de la membrana (115,129).

En la Fig. 9 se muestran las caracteristicas espectrales del PMS y la cinética
de fotodescomposicidn por luz blanca intensa, Las propiedades espectrales concuer-
dan con las tabuladas en la bibliografia(127,130,131)y tienen como caracteristicas:
a pH 8 los maximos de absorcidn son: 260 y 387,5 nmy el EmM(387,5 nm; 1 cm):26,3.Los
correspondientes a piocianina:239,312,379 y 690*nm y el EmM (690 nm; 1 cm):4,5.

Se han considerado las siguientes evidencias en contra de una fotodestrucciodn
del PMS como causa de la inhibicion:

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

de reaccidén con PMS se habfa tornado celeste (aparicién de piocianina). Las curvas

de tiempo mostraron un patrdon de comportamiento en un todo similar al de la reac-

(%) Pico ancho.



cion desencadenada en mezclas de reaccidn mantenidas hasta ese momento en oscuridad
(no se muestra).

2) Teniendo en cuenta los datos espectrofotométricos, a los 4 min de iluminacidn
practicamente todo el PMS est3 transformado en piocianiﬁa (Fig. 9 C). Sin embargo,
la velocidad a 30°C continda casi sin disminuir su velocidad (Fig. 8). Por otro la-
do en el min 1° habria aln suficiente PMS comp para mantener la velocidad inicial

a baja temperatura (cf. Figs. 9 Cy 10). Asi, se propone que la piocianina debe ser

tan eficaz como el PMS.

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

su espectro de transmisién 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 muy frecuentemente la iluminacidén con filtro rojo
""cut off' (126 ).Este tipo de filtro no interfiere con la mayorfa de la luz fotosin-
téticamente activa pues el espectro de absorcidn de la bacterioclorifila en la

membrana tiene su pico miximo a 880 nm en R. rubrum (Fig. 9 D).

L) La proteccidén de la inhibicidn por un desacoplante seria mas dificil de ex-

plicar, ver I11.5y Figs. 15 y 16.

5) y 6) No se deberia encontrar una ''saturacidn'' del tiempo necesario de ilu-
minacién para lograr el ''quiebre'’ tanto respecto de la intensidad de luz (si la
causa de la inhibicidon fuera la desaturacidén por desaparicion de PMS o el aumen-
to de productos de descomposicidn del PMS), ver Fig. 14, como respecto de la con-
centracidn de PMS (si la causa fuera la aparicidén de productos de descomposicidn
del PMS), ver Fig. 10. En apoyo a esto dltimo, se puede citar como argumento par-
cial que adn en presencia de altas concentraciones de PMS (200 M), si la inten-

sidad de la luz roja es baja (150 V, cf. Figs. 37 y 43), no hay ‘''quiebre'' (no se

muestra).

7) y 8) Aunque no fueron estudiados exhaustivamente, el hecho de que tanto con
una preparacién cruda en ausencia de mediador redox (Fig. 18), como con otros sis-
temas mediadores redox diferentes del PMS (Fig. 20) se observa la misma inhibicidn,
también desacredita la hipdtesis en discusidn.

9) No es sSlo una fotodescomposicién de PMS y una consecuente desaturacion
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 membranas por ultracentrifugacidn y ensayar luego la reaccién con

mezcla nueva (Figs. 21, 22, 24 y 25). En efecto, en todos esos experimentos la

inhibicién (50%) es irreversible.
10) El hecho de que el fendmeno de inhibicidn no se vuelva a repetir con mem-
branas recuperadas luego de haber sido preincubadas a bajas temperaturas en condi-

ciones de fotofosforilacién durante un tiempo suficientemente largo (20-30 min),
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es una nueva evidencia de que el fendmeno no depende de un efecto inespecifico
de la incubacidn a baja temperatura en presencia de PMS y luz, ver Fig. 21.

11) Usando un pH subdptimo para la fotofosforilacion (Figs. 12 y 13) no se ob-

serva inhibicién. Cabe comentar aci que Slooten y Sybesma (198 ) observaron una cai-
da de la velocidad inicial de fotofosforilacién a 30°C que se estabiliza en un 50% de
inhibicién luego de 4-6 min de reaccidn. Paralelamente, observaron que el PMS se de-
coloraba. Lo asociaron a la fotoreduccion del PMS por el agua, que sélo ocurre en
condiciones anaerdbicas (126), tal el caso de esos experimentos. Mencionan que dicha
inhibicion es totalmente reversible luego de un lavado por ultracentrifugacion, adn

luego de 10 min de reaccidn.

I1i.4 Efecto de la concentracidén de PMS y del pH sobre la inhibicidn de la foto-
fosforilacion a baja temperatura.

En las Figs. 10 y 11 se muestra para temperaturas bajas y altas las curvas

de saturacion de la reaccidén de fotofosforilacidn 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 reaccidn

endégena (0 uM PMS). Este mismo resultado se encontrd en otros seis experimentos

donde las reacciones se registraron desde los 0-1Q seg.Por otro lado, para que se

manifieste el ''quiebre'' del curso de la reaccidén en estudio se necesita un umbral

de ca. 15 uM PMS. A concentraciones mayores (35 uM) se saturan las velocidades

de la primera y segunda fases, como asi también se estabiliza el tiempo en que

se manifiesta la inhibicidon. El ''lag'" detectado puede asignarse al tiempo necesa-

rio para el establecimiento del nivel de estado energizado del cromatéforo ( 197 ).

Un comportamiento similar se encuentra con muy bajas intensidades de luz, Fig. 14.
A temperaturas altas, Fig. 11, la concentracion de PMS necesaria para saturar

la reaccién, es mayor que a bajas (200 uM), ver discusidén en la pag. 125. Las

caracteristicas de la saturacién a 30°C son muy similares a las presentadas en

(199 ). Tal como se manifiesta en varios graficos anteriores, a 30°C no se obser-

va inhibicidn hasta unos 4 min desde el desencadenamiento de la reaccidn, con con-

centraciones de PMS de hasta 80 puM. Sin embargo, con concentraciones mayores hayuna

pequefia inhibicidn (15%) que también ocurre luego del primer minuto de reaccidn.

Con la preparacién de membranas usada, también se observa un ''lag', aceleracidn

o primera fase de reaccion (ver Ill. 8 ), s6lo cuando se usa una concentracidn

no saturante de PMS. Sin embargo, y de manera similar a la indicada para la reac-

cién a baja temperatura, la reaccidon enddgena (0 uM PMS) no parece tener ''lag'

tal como lo indican otros seis experimentos con reacciones registradas desde los

10 seg.



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

fosforilacion a temperaturas altas y bajas. Se eligié pH = 8,0 como el Sptimo 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 subdptimo para inducir una velocidad de reaccién maxi-
ma a baja temperatura no se detecta ''quiebre'! en el curso de la reaccién.

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

de la reaccidn 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 duracién de la primera fase
es mayor cuanto mayor es la temperatura (por encima de 10°C y hasta 17,7°C), Fig.
13 C. Este resultado es coherente con los mostrados en la Fig. 2,

Es interesante sefialar que el fenémeno de inhibicién no depende (al menos sélo).
de una accidén deletérea directa de la luz sobre el sistema de componentes endSge-
nos de la membrana, como por ejemplo complejos proteina-pigmentos, transportado-
res de electrones, factor de acoplamiento, etc. En efecto, incubaciones con alta
intensidad de luz en ausencia de PMS a bajas temperaturas no provocan inhibicion
hasta por 10 min (por ej. Fig. 10). Tampoco se desarrolla la inhibicidn cuando,
aln en presencia de PMS y luz alta, se usan concentraciones bajas o altas de FCCP

(Figs. 15 y 16), o cuando el pH no es éptimo (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 inhibicién de las membranas ''crudas'' que foto-
fosforilaron a baja temperatura con luz alta sin PMS o que fueron preiluminadas

en ausencia de sustratos y de PMS, ver 1I11.6 y Figs. 18 y 19.

I11.5 Efecto de la intensidad de luz y de la presencia de un desacoplante sobre
la inhibicion de la fotofosforilacion a baja temperatura.

El hecho de que la inhibicidon investigada acd se manifieste a baja temperatu-
ray no a alta, y el conocimiento del fenémeno de fotoinhibicion de la fotofosfo-
rilacién en presencia de PMS (198,199,200,201,202,203)indujo a pensar que la inhi-
bicidn en estudio pudiera asemejarse a aquel en cuanto a ser producida también
por un desbalance entre la velocidad de energizacion y la de disipacion de dicha
energia por el factor de acoplamiento durante la sintesis de ATP a bajas tempera-
turas.

Fue mostrado que la fotoinhibicidn en presencia de PMS ocurre en condiciones
de alta energizacidn pero en ausencia de sintesis de ATP (por falta de sustratos),
pudiendo ser protegida mediante una disminucidon del nivel energético. Este fend-
meno fue interpretado como debido a cambios conformacionales irreversibles del sis-

tema transductor de energia, probablemente a nivel del factor de acoplamiento,
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ver Introduccidon. En este contexto podria pensarse que la inhibicién observada a
baja temperatura, que ocurre ain en presencia de sustratos, podria ser la consecuen-
cia de una dependencia diferencial de la temperatura de las velocidades de acumu-
lacion y de utilizacidn de la energia, estableciendo un nivel energético en exce-
so respecto a aquel necesario para mantener una velocidad de sintesis de ATP maxi-
ma a esa temperatura. Llamaremos a estas condiciones de ''sobreenergizacioén''.

En consecuencia, si la acumulacidn de energia (en '"exceso'') es el primer paso
que conduce a una modificacién (o dafo) irreversible, entonces, una disminucién
en la provisién total o una disipacidén parcial del nivel de energia (gradiente elec-
troquimico 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 permanezca en opera-
cidn 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 reaccidn.

La Fig. 14 muestra el efecto de diferentes intensidades de luz sobre la foto-
fosforilacién a bajas temperaturas. Tal como se propuso en la hipdtesis planteada
y habia sido ya detectado en el experimento mostrado en la Fig. 7, la disminucion
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, ndtese que las intensidades de
luz que son saturantes para la primera fase de la reaccidn, también lo son para
la fase inhibida, ver recuadro interno de la Fig. 14. A intensidades de luz ain mis
bajas (ca. 40 uE.m-z.scg-]) en general se detecta un ‘''lag' y/o una fase inicial
de velocidad baja que luego de algunos minutos aumenta, alcanzando velocidades ma-
yores. La duracidn tanto del ''lag" como de la fase inicial de baja velocidad dis-
minuye al aumentar la intensidad de la luz. Dentro del rango de intensidades de

2

luz estudiadas (hasta 850 pE.m .seg-1) y por encima de un cierto valor (350 uE.m_2

seg-1), no se observa ningln acortamiento adicional de la primera fase.

Cabe sefialar que para que los fendmenos 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 cromatSforos, pues
la iluminacién efectiva varia al cambiar dicha concentracidn. Ver una discusidn
mids extensa en la pag. 127 . Esto es sobre todo importante en el caso de las inten-

sidades de luz incidente bajas, para las cuales, las velocidades de reaccidn o el

punto de ''quiebre' muestran una clara dependencia.
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Una interpretacion posible es que por encima de 350 uE.m-z.seg-1 el conteni-
do de energia de la membrana es saturante tanto para la fotofosforilacién (lo es
incluso desde intensidades menores (80 uE.m_z.seg-1)),como para los fendmenos que
conducen a la inhibicion. También se puede deducir que el paso limitante a 2,5°C
a intensidades de luz mayores que 80 uE.m-z.seg-] es la '"'transferencia de energfa',
es decir la sintesis de ATP y no los pasos anteriores de transduccidn energética
(transporte de electrones fotosintético y conservacidn del estado de alta energia
como por ejemplo en forma de un gradiente de protones). En efecto, una vez satura-
da la sintesis de ATP por la luz (velocidad inicial invariante) aln se puede detec-
tar la influencia de la intensidad de la luz sobre la manifestacion de otro fendme-
no también dependiente de energia tal como es el momento en el que ocurre el ''quie-
bre' de la reaccidn.

En otras palabras, la velocidad de sintesis de ATP se saturaria con contenidos
energéticos de la membrana menores que el nivel de energia maximo alcanzable a tra-
vés del transporte de electrones cuando éste opera a maxima velocidad (en condicio-
nes de luz saturante).

De esta manera, se podria concluir que el exceso de energfa no utilizado para
la sintesis de ATP seria el paso inicial responsable del ‘'quiebre'’ de la reaccidn.
Sin embargo, en esta Tesis no se han hecho mediciones directas del AfiH* para con-
trastar la hipotesis 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 FCCP subdptimas en relacion a aquellas necesarias
para inhibir apreciablemente la fotofosforilacién. Se trata, con esto, de disipar
parcialmente el intermediario de alta energia (gradiente electroquimico de proto-
nes). Tal como se indicd antes, con este experimento se quiere nuevamente contras-
tar si el nivel de energia por encima del requerido para la fotofosforilacion, es
el causante de la inhibicidn.

De manera parcialmente coherente con la hipStesis, concentraciones relativa-
mente pequefias del desacoplante prolongan laduracion de la primera fase sin dismi-
nuir considerablemente la velocidad. En efecto, ya con concentraciones muy pequefas
de FCCP se observa una caida de la velocidad inicial, la que sin embargo se mantie-
ne aproximadamente constante hasta concentraciones de ca. 1,5 uM, ver Fig. 16 A.
Dentro del mismo rango de concentraciones de desacoplante se detecta primero una
clara prolongacion 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 uM FCCP, la velocidad cae considerablemente

y no se observa el fendmeno de inhibicidn en estudio, manteniéndose la velocidad
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inicial hasta por lo menos 10 min, ver Fig. 15 (2 uM FCCP). Es importante destacar
que la rectificacidon de la curva de tiempo a concentracidn alta de FCCP (por ejem-
plo 2 uM), se manifiesta a través de un fendmeno di ferente de aquel en que se da
con concentraciones bajas. En efecto, en este Gltimo caso la prolongacién de la
primera fase ocurre sin disminucion considerable de la velocidad inicial ('plateau"
de velocidades en la Fig. 16 A), en cambio, con concentraciones altas, la veloci-
dad inicial estd mas 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 subdptimo, Figs. 12 y 13; muy bajas intensida-

des de luz, Fig. 14) y donde tampoco se observa el fendmeno de inhibicidn.

Mas dificil de explicar es el hecho de que sGlo un rango limitado de concen-
traciones de FCCP provee maxima proteccion contra la inhibicion. Este comportamien-
to es semejante al conocido para la reaccidon de hidrélisis de ATP inducida por con-

centraciones crecientes de desacoplante, ver por ejemplo Figs. 27 y 56. Esto dlti-

mo fue interpretado ( 195,196 ) en términos de un control ejercido sobre el
factor de acoplamiento por el contenido energético de la membrana de manera tal que
solo un cierto rango de energia induce una maxima actividad enzimdtica. A su vez,
dicho control estaria provocado por cambios conformacionales dependientes de ener-
gia del factor acoplante, tal como fue demostrado en cloroplastos (32,33 ).

Basado en el mismo razonamiento, y ya que un aumento gradual de la concentra-
cion de FCCP es equivalente a una disminucion del tenor de energia, se puede pro-
poner que un intervalo preciso de niveles energéticos comprendidos entre los rela-
tivamente altos (hasta 1,5 uM FCCP) induciria una conformacidén particular del fac-
tor de acoplamiento que seria menos susceptible a la inhibicidn.

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 prolongacién de la fase inicial a
bajas concentraciones de FCCP, concomi tantemente con una inhibicidon sdlo parcial
de la velocidad, (considerar el rango 0 - 0,3 uM FCCP).

De estos resultados es evidente que tanto una disminucidn de la intensidad de
la luz incidente, como una disipacidn parcial del gradiente electroquimico de pro-
tones por un desacoplante, resulta en una prolongacidn de la fase inicial de maxi-

ma velocidad. Sin embargo, comparando ambos efectos (Fig. 14 y Fig.16 A), se mani-

fiestan algunas diferencias:

a) El requerimiento hipotético de mantener la misma velocidad inicial durante
perifodos mas largos de tiempo se cumple sGlo a través de la disminucion de la inten-
sidad de luz, ya que aln a concentraciones muy bajas de FCCP ( 0 = 0,3 uM) se de-

tecta una inhibicién parcial (10-25%) de la actividad, la que sin embargo se mantiene

constante hasta 1,5 uM.



b) Mientras que usando un desacoplante, sélo un estrecho nivel de energia (es-
trecho rango de concentraciones de FCCP) provee mdxima proteccidn, disminuyendo
la luz, se observa s6lo un aumento del tiempo de proteccidn.

Una explicacion posible para justificar las diferencias sefialadas es que los
contenidos energéticos que se logran con las variaciones experimentales menciona-
das (modificacidon de la intensidad de luz o presencia de FCCP) no abarquen rangos
seme jantes o no involucren formas exactamente equivalentes del estado energético.

Considerdndolo de manera aislada, el estudio con un desacoplante (Figs. 15,
16 y 17) sugiere que no habria ''sobreenergizacidn'' pues la velocidad inicial dis-
minuye aln con concentraciones bajas de desacoplante.En cambio, llevarfa a postular que
a bajas temperaturas, pero no a altas, el contenido de alta energia del cromatéfo-
ro, al mismo tiempo que induce por un lado la sintesis de ATP, por otro provoca
la inhibicién del sistema transductor de energia(''quiebre').Por dicha causa, al
titular con FCCP, se observa una menor actividad de fotofosforilacién y el ''quiebre"
tarda mas en ocurrir. De cualquier manera seguiria siendo necesario el recurso de
una hipdétesis ad hoc para explicar el rango estrecho de concentraciones de desaco-
plante que da una proteccidn Sptima en los experimentos mostrados en la Fig. 16 A.

En la Fig. 17 se presenta un comportamiento contradictorio con los mostrados

en las Figs. 15 y 16. En efecto, el curso de la reaccidn a baja temperatura tiene

un ''"lTag" cuya duracidén se alarga al aumentar la concentracidén de desacoplante ocu-
rriendo a su vez una caida ''brusca'’ de la velocidad de fotofosforilacién. De cual-
quier manera, también se observa el fendmeno de inhibicidn(''quiebre''), pero es sélo
del 35% (no se muestra).

Aunque no hay una explicacidn clara para este diferente comportamiento, se
podrian proponer errores accidentales en la concentracién de PMS (comparar con Fig.
10) o en la concentracidn efectiva de FCCP (subestimacién), o la existencia de al-
gin tipo de desacople propio de esa preparacidon cromatoférica. En este sentido ca-
be indicar que la preparacidn de cromatéforos 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 estudid sistematicamente 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 ATP comparado con lo que ocurriria a alta

temperatura. Sin embargo, no se pueden descartar problemas de solubilidad di ferencial.

Nota:Es interesante comentar que, tal como se indica en las leyendas de la Fig. 4

y de la Tabla 1, si la reaccion de fotofosforilacién transcurre con baja velocidad

por desaturacion de Pi o por inhibicidén por sustrato (ADP) el ''quiebre' de la reac-
cidén ocurre a tiempos mids cortos. Esta observacion estd de acuerdo con la hipdtesis
planteada, dado que una menor velocidad de disipacidon de energia a través de la sin-
tesis de ATP conduciria al establecimiento de un alto nivel de energia de la membrana
en un tiempo menor.
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I11.6 Inhibicidon de la fotofosforilacién a temperaturas bajas e inhibicidn de la
fotofosforilacion por preiluminacidn en ausencia de sustratos, €N membranas
de una preparacion ''cruda’ en ausencia de mediadores redox artificiales.

Los experimentos anteriores sostienen que el fendémeno de inhibicidn en estudio
podria ser dependiente de un desbalance entre la velocidad de sintesis de ATP y
el nivel de energia de la membrana mantenido 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 membrana que se veria a su vez reflejado en una ve-
locidad de fotofosforilacidén alta. A este efecto se desarrollaron diversos experi-
mentos.

Uno de ellos, consistid en estudiar la reaccidn utilizando el producto de so-
nicacion de las células luego de una centrifugacidn a baja velocidad (17.000 g).
Asi, usando este extracto crudo, en vez de membranas purificadas, se puede obser-
var una actividad de fotofosforilacidn de velocidad relativamente alta en ausencia

de PMS ya sea a temperatura alta como a baja, Fig. 18 A, A', Dy D'. También en

este caso, se presenta en el curso de la reaccidn a baja temperatura un punto de
''quiebre'' en la misma posicion (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 11. Se interpreta que en el sobrenadante de sonicacion, que contiene el citoplas-
ma bacteriano y probablemente tambié&n componentes propios de la membrana que se
desprenden de ella como producto de la sonicacién(132 - 134) se encuentran mediado-
res redox que aceleran el transporte electrénico. Esto seria la causa de la exis-
tencia de velocidades tan altas en ausencia de PMS. En efecto, aunque también el
procedimiento de ultracentrifugacion (evitado en la preparacidn ''cruda'') provoca
una pérdida parcial de la capacidad de fotofosforilacidn, no alcanza a explicar

una diferencia tan grande. Como ejemplo de esto, comparando las Figs. 8 y 22 se

puede ver que la velocidad inicial de la.reaccidon se inhibe en un 25-35% luego de
un lavado por ultracentrifugacion.

Un indicio de que la inhibicion observada con la membrana ''cruda'' a baja tem-
peratura también podria estar relacionada con el contenido de alta energia, es que
la reaccidon de fotofosforilacidon de esa preparacidn puede ser inhibida por preilu-
minacion en ausencia de sustratos y de PMS a alta temperatura, en la Fig. 18 compa-
rar las curvas B con A, o mds estrictamente con C y, a su vez, en el caso de la
membrana dializada se puede inferir un comportamiento muy similar (comparar B' con

A')., En efecto, este Gltimo fendmeno, que es bien conocido cuando la preiluminacidn
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se realiza en presencia de PMS(198,199,200,201,202,203), es explicado como causado
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 fosforilacién,
dada la ausencia de sustratos.La preiluminacidn sin PMS no provoca inhibicidn ( 99).

Sin embargo, y en contraposicidon con lo que ocurre cuando se utilizan membra-
nas purificadas en incubaciones con PMS, ambos tipos de inhibicién observados con
la membrana ''cruda'’ pueden revertirse totalmente lavando la membrana (y tal vez
lo deberian ser también con solo apagar la luz pues en la mezcla de incubacidn no
hay ningln componente que se sospecha como causante de la irreversibilidad), tal
como lo demuestra luego del lavado el andlisis del curso de la reaccidn de fotofos-
forilacion en presencia de PMS a temperatura alta y baja, Fig. 19.

Estos dos estados inhibidos no fueron estudiados en todos los detalles nece-
sarios como para concluir que se tratan de fendmenos 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 PMS en la irreversibi-
lidad de la inhibicidn, cuando la preiluminacidn ocurre en su presencia, es ''fijar"
o '"cristalizar'' la forma inhibida del sistema. En este sentido se preilumind la
membrana ''cruda'' en ausencia de PMS y de sustratos. Inmediatamente luego de apagar
la luz se agregd PMS, Fig. 19. Se observa que luego de lavar la preparacidn, no
se presenta inhibicidén al medir la reaccidn a 30°C con PMS.

Una hipotesis posible es que habria dos niveles umbrales de energia involucra-
dos en la inhibicidén que surge de la preiluminacidon en ausencia de sustratos.

El primero seria el necesario para conformar la inhibicidn del sistema. Este
seria equivalente al que por lo menos se logra con la preparacidn '‘cruda' y que
permi te una velocidad de fotofosforilacidon a 30°C de alrededor de 4 pumo! ATP.mg
Bchl ™ '.min .

El segundo umbral, mas alto, seria el necesario para otorgar irreversibilidad
a la inhibicidn. Este se lograria usando, por ejemplo, PMS 50 uM y permitiria una
velocidad de fotofosforilacién a 30°C de alrededor de 12 ymol ATP (mg Bchl.min)™! (Fiq.8).

Una hipdtesis similar a esta podria plantearse para explicar la inhibicidn
que surge a baja temperatura. Con membrana purificada y en ausencia de PMS no se
observa inhibicién en el curso de la reaccion a baja temperatura, Fig. 10. Con la
preparacién '‘cruda'' y sin PMS se observa inhibicion pero es reversible, comparar

Figs. 18 y 19, igual resultado se deberia encontrar con algunas concentraciones de

PMS relativamente menores que 50 uM (como ejemplo ver Fig. 10); esto no fue contras-

tado. S6lo con concentraciones de PMS suficientemente altas (50 uM) se lograria

(*) La inhibicidén observada en el curso de la reaccidn a baja temperatura con la prepa-
racion _''cruda'’ no puede ser.el resultado de una deficiencia relativa en la ''captura"
del AT32P a distintas concentraciones del producto, pues a 30°C las curvas de tiempo
son rectilineas en un rango de concentraciones de ATP adn mas amplio.
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una inhibicidn irreversible.

Es de hacer notar que una membrana purificada que presenta una actividad de
fotofos forilacion a 3°C tan baja como la de Dy D' (lo que se logra en condicio-
nes standard pero con algin tipo de desoptimizacidén) no hubiera presentado el fe-
némeno de '‘quiebre''. Sin embargo, en D y D' este fendomeno se observa claramente.
Una posible explicacidn es que por tratarse de una preparacién ''cruda' se esté
sobreestimando la concentracion real de cromatSforos activos debido a la probable
existencia de componentes pigmentados no capaces de sintetizar ATP y que si con-
tribuirian a la concentracidn de bacterioclorofila en la suspensidn. Estos compo-

nentes serian totalmente eli inados en el paso de ultracentrifugacidn evitado en

TR

la preparacion de membranas ''crudas

111.7 lrreversibilidad de la "'inhibicidn por fotofosforilacién a bajas temperatu-
ras''. Fendmeno ''acumulativo''.

De acuerdo con los resultados de los experimentos iniciales (Capitulo Il1.1,
Fig. 8) se observa que la inhibicion de la reaccion 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 modificacidn alguna de la ve-
locidad respecto del control desarrollado enteramente a 30°C, tal como se podria
predecir dado que la primera fase es rectilinea.

Se quiso saber si el comportamiento de ''estabilidad de la forma inhibida"
se mantenia luego de recuperar, por ultracentrifugacion a través de un ''colchén'
de sacarosa, las membranas que catalizaron algunas de las reacciones mostradas
en la Fig. 8.

Con dichas membranas se ensayd nuevamente la reaccién de fotofosforilacidn
catalizada por PMS a 3°C (Fig. 21) y a 30°C (Fig. 22), en las mismas condiciones
standard.

La membrana control (Mo) tiene respecto de la membrana original (Moo) descrip-
ta en ''Materiales y Métodos'', un pretratamiento en oscuridad y en hielo, y un pa-
so de ultracentrifugacidn adicional para poder ser comparada con las demds membra-
nas pretratadas. A 30°C, Mo muestra una velocidad de fotofosforilacidn 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 patrdn general del curso de la reaccidon en Mo es el mismo que en Moo, in-
dependientemente de la temperatura a la cual se la ensaya (3°C o 30°C), ver Figs. 8,
2] 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 ningin efecto.

(*) Por otro lado, muy probablemente la verdadera velocidad esté subestimada en un
20% debido a que se usG el método de Avron para evaluar ATP, ver I1.11.



En cuanto al comportamiento de la reaccion medida a 3°C de los diferentes
tipos de membranas pretratadas y recuperadas (Fig. 21) se pueden hacer las siguien-
tes observaciones.

Las membranas que fotofosforilaron a 3°C durante 20 seg (M3°C 20') se compor-
tan de manera idéntica al control (Mo). En cambio, la M3°C 10' muestra una fase
inicial con una velocidad apreciablemente menor que la del control, lo que confir-
ma la irreversibilidad de la inhibicién adn frente al lavado de las membranas.

Sin embargo, luego de 2 min durante los cuales estos cromatéforos recuperados fo-
tofosforilan a velocidad constante, se observa de nuevo un ''quiebre'' en el curso
de la reaccién. Con tiempos mayores del mismo pretratamiento (M3°C 20' y M3°C 30')
se observa que la inhibicidon se ''satura'' y que no aparece un nuevo ''quiebre'', man-
teniéndose la reaccidon lineal hasta por lo menos 4 min.

Las membranas que fotofosforilaron 2 min a 30°C (M30°C 2') no se muestran
inhibidas, teniendo un comportamiento idéntico al del control (Mo). Esto era de
esperar, pues la reaccidn llevada a cabo a 30°C no sufre ningdn decaimiento de
la velocidad a tiempos relativamente cortos (ca. 3 min), ver Fig. 8.

Por otro lado, las membranas inhibidas por preiluminacidn, durante un tiempo
saturante (198-203, a 30°C en presencia de PMS y en ausencia de sustratos (M Preil
2') vuelven a inhibirse en el curso de la fotofosforilacidn 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 fendmeno de inhibicion por '‘baja
temperatura'' es diferente al de ''preiluminacidon en presencia de PMS'. Mas adelan-

te se presentan otras -propiedades (Capitulo I11.8)diferenciales para ambas inhibiciones.

Se puede deducir que el continuo, aunque suave decaimiento de la reaccion

a bajas temperaturas observable a largos tiempos (Fig. 3), no se puede justificar
sélo por 'inhibicidn por producto' (Fig. 5), pues seria reversible al reestable-

cer las condiciones iniciales. En efecto, el porcentaje de inhibicidn irreversi-
ble de la membrana pretratada se ''satura'' a tiembos del orden de 20-30 min, ver
recuadro interno de la Fig. 21. Esto es coherente con los resultados mostrados

para M3°C 10' en la que si bien la velocidad inicial estd apreciablemente inhibi-
da respecto del control Mo (tal como se podia pronosticar, con una velocidad igual
que la que hubiese adoptado la segunda fase de la reaccidn de Mo luego de haber
fotofosforilado 10 min), luego de 2 min puede inhibirse ain mds, alcanzando una
velocidad muy semejante a la que se observa en una M3°C 20' & M3°C 30' (Fig. 21).
También se puede observar en ese recuadro la presencia de un ''lag'' de por lo menos

| min. Esto es coherente con el comportamiento rectilineo de la primera fase de

fotofosforilacién 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. 21. Sin embargo, la M30°C 2', presenta una pequefia inhibicion del 10-
20% que no es facil de explicar, dado que en general no se observa ningdn decai-
miento de la velocidad inicial a 30°C en la membrana original (Moo), ver Fig. 8.
En este punto cabe indicar que en algunas circunstancias se detectd que la reac-
cién de fotofosforilacidon también sufre a 30°C una inhibicidn en el curso de la
reaccion (15 a 50%) luego de aproximadamente 1 min en casos en que transcurre con

velocidad relativamente alta, ver por ejemplo las Figs. 11 y 12 d. Esta observaciodn

sugiere que el fendmeno descripto en este Capitulo pueda provocarse incluso a tem-
peraturas altas, con sélo establecer condiciones energéticas del cromatéforo su-
ficientemente altas.

En los recuadros internos de las Figs. 21 y 22 se propone con linea de puntos

el nivel de inhibicién irreversible frente al lavado por ultracentrifugacidn, en
un periodo de tiempo en que falta informacion. A este efecto, por un lado se con-
sidera en la Fig. 21 el grado de inhibicion que presenta para cada tiempo el cur-
so de la reaccidén a 2,6°C respecto de la fase inicial (Fig. 8) y por otro lado,

en la Fig. 22, el grado de inhibicion de la reaccion medida a 30°C luego de haber
elevado bruscamente la temperatura de la reaccidon que transcurria desde su desen-
cadenamiento a 2,6°C (Fig. 8).

Dicha informacidn, expresada en ambas figuras en forma de tridngulos vacios,
parece complementarse con la que surge al estudiar las membranas pretratadas por
tiempos de 10, 20 y 30 min y recuperadas por ultracentrifugacion.

Notese que el grado de inhibicidon irreversible alcanzado a bajas temperaturas
luego de 30 min es mayor que el alcanzado a altas. Por otro lado, obsérvese que
el porcentaje de inhibicion de las Vmax estimadas a 30°C para cada tipo de membra-

nas en el Capitulo 111.8 es coherente con el mostrado en la Fig. 22, ver Tablas 2 y 3.

Si el curso general del grado de inhibicidon irreversible por '"lavado'' fuese

realmente el estimado en las Figs. 21 y 22 (tridngulos vacios) con la ayuda de

la informacidn no homdloga de la Fig. 8, se puede proponer que la inhibicidn del
curso de la reaccidn a baja temperatura procede de manera bifdsica. El modelo que
se postuladescribe que un primer grado de inhibicion, e! mds importante, se pro-
duce de manera abrupta luego de 1 min de reaccidon quedando dicha inhibicidn esta-
bilizada hasta aproximadamente los 10 min, para luego aumentar lentamente. En a-
poyo a esta descripcidon, se puede observar un comportamiento similar en la Fig. 3.
Cabe sefalar que aiin no considerando la informacidn complementaria mencionada,

el curso de la inhibicién irreversible es ''sigmoide', indicando un umbral en el

tiempo. Por otro lado, el hecho de que la nueva inhibicion que sufre en su curso
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la reaccién llevada a cabo a 3°C por M3°C 10' ocurra a tiempos mayores que lo que
ocurre en la membrana control (Mo), sugiere de nuevo un comportamiento bifasico
en la inhibicidn (Fig. 21).

Los resultados mostrados hasta ahora indican que la primera fase de fotofos-
forilacion a baja temperatura es esencialmente rectilinea y por lo tanto implican
que, durante ese lapso, no se esta desarrollando ningdn proceso de inhibicidn re-
flejable en la velocidad. En apoyo a esto, se debe considerar que la elevacidn de
la temperatura a 30°C durante la primera fase muestra una reaccidn que se manifies-
ta como no inhibida (Fig. 8). También se debe tener en cuenta que membranas recu-
peradas por ultracentrifugacion luego de fotofosforilar durante tiempos menores

que aquél en el que se produce el ''quiebre', presentan un comportamiento de foto-

fosforilacidén a 3°C y a 30°C en todo idéntico al del control (Fig. 21 y 22).
Entonces, se debe postular la existencia de algin proceso que justifique el
tiempo necesario para que la inhibicién se manifieste claramente. Asi, se pueden
proponer dos alternativas:
a) que dicho proceso pueda ser revertido si se interrumpe la provisidn de

energia. La dependencia de la energia (luz) ya fue demostrada en el Capitulo 111.1.

Por lo tanto, con sélo evitar que la reaccidén alcance un tiempo critico (del or-
den de aquél en que se presenta el ''quiebre') , se podrian ‘reproducir un indefini-
do nimero de ''fases iniciales' sin ningdn cambio en sus respectivas velocidades
ni en su tiempo de duracidén. Esto se lograrfa intercalando perfodos de oscuridad
suficientemente largos como para disipar el estado energizado de la membrana, al
que se le asigna un papel importante en este fendmeno. El tiempo critico seria
aquél necesario para lograr un umbral de energfa también critico que induzca la
inhibicién.

b) que antes del punto de '‘quiebre'’, y cuando los cromatéforos estan fotofos-
forilando bajo condiciones de velocidad ''maxima'' (primera fase) a baja temperatu-
ra, haya una acumulacidon de ciertos estados, no disipables por el colapso del es-
tado energético de la membrana, que finalmente sean detectados como inhibicidn,
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 reaccion con caracteristicas de ''primera fase''.

Para discernir entre estas dos posibilidades se diseid el experimento mostra-
do en la Fig. 23. De estos resultados se ve que las membranas que 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%,

(*) E1 criterio adoptado aca respecto del colapso del estado de alta energia,es que,
al apagar la luz, la sintesis de ATP se interrumpe instantaneamente (dentro de la es-
cala de tiempo estudiada), ver Fig. 8. Por otro lado, 2 min es un lapso mds que sufi-
ciente para colapsar el ApH inducido por la luz (por lo menos a 15°C), ver Fig. 50.
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luego de 1 min neto de fotofosforilacion incluyendo el primer y segundo periodo
de reaccién. Este resultado apoya la hipdtesis b) y sugiere que los estados que

se producirian durante la primera fase y que no se reflejan en la actividad de

esta primera fase, no revierten a la condicion iniclal durante el periodo en que

la membrana queda desenergizada en oscuridad a baja temperatura. Sin embargo, se
debe mencionar nuevamente que si dentro del periodo que dura la primera fase se
eleva la temperatura o se ''lava' la membrana y se vuelve a ensayar la reaccidn
no se manifiesta inhibicién. De manera tal que se puede proponer que en la prime~
ra fase, los fendmenos que se desarrollarian son neutralizables a posteriori me-
diante una elevacion 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 recuperacion de las membranas previo al nuevo ensayo nunca
fue menor de 4 horas.

Esto indica claramente que durante la primera fase se producen ''fendmenos
acunulativos' que conducen finalmente a una inhibicidon detectable.

Respecto de la irreversibilidad, es importante recordar que en ausencia de
PMS, utilizando cromatéforos no purificados con los cuales se puede lograr una
velocidad de fotofosforilacidn relativamente alta, se detecta un fenémeno de inhi-
bicidn tal vez similar pero que es reversible luego de un lavado, ver Capitulo

111.6.

Por lo tanto, con los experimentos mostrados hasta aqui, se podria postular

que la irreversibilidad de la inhibicidn dependeria de la presencia de PMS, aunque
no se puede discemir si el PMS cumple sélo la funcidn de aumentar el nivel de
energia o si ademas tiene algin efecto directo sobre los fendmenos que conducen

a la irreversibilidad.

Por dltimo, cabe comentar acd que la propuesta de ''sobreenergizacidn'', mo-

delo que resulta coherente con buena parte de la informacién experimental presen-
tada en este Capitulo, también fue presentada por Giersch ( 135) para explicar

la estimulacion de la fotofosforilacion en tilacoides por bajas concentraciones
de 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 interpretacidn del autor es que''... la velocidad de estado estacionario de

la fotofosforilacién depende tanto de la competencia energética y cinética de

los cloroplastos ... y las aminas desacoplantes (NH4C1 y metilamina) eliminan

la limitacidn cinética de la fotofosforilacidn... Sin embargo, la estimulacidn

sGlo es posible cuando los cloroplastos estan sobreenergizados , esto es cuando

incluso un ALHY atenuado provee suficiente energia para permitir que la veloci-

dad de sintesis proceda de manera inafectada o incluso aumente...''.
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I11.8 Caracteristicas cinéticas a 30°C de las reacciones de fotofosforilacidn
mediada por PMS y de hidrolisis de ATP de las membranas que sufrieron

pretratamientos de fotofosforilacion a baja temperatura, y de preilumi-
nacion en presencia de PMS y ausencia de sustratos de fotofosforilacion.

Con la hipdtesis de que la inhibicidn de la actividad de fotofosforilacidn
en estudio represente un ''dafo'' o transformacion del sistema transductor de
energia a nivel del factor de acoplamiento, se quisieron estudiar las caracte-
risticas aparentes de saturacidn para los sustratos de la reaccidn de sintesis
y de hidrélisis de ATP desarrolliada a 30°C en las membranas pretratadas por
fotofosforilacidn a baja temperatura o ''fotoinhibidas por PMS'" (preiluminadas
en presencia de PMS y ausencia de sustratos de fotofosforilacién). Slooten y
Branders (203) han demostrado que una parte de la inhibicién por preiluminacidn
en ausencia de sustrato (ver 1.4.2) es debida a un aumento de permeabilidad a
los protones de la membrana. Por su parte Kerber (199) y Pucheu et al. (202)ob-
servaron en experimentos de reconstitucion cruzada que la inhibicidén estaria a

nivel de la membrana fotoinhibida en ausencia de sustrato y no a nivel del Fy.

I11.8.1 Comportamiento aparente de la reaccion de fotofosforilacidn respecto
de Pi

En la Fig. 24 se muestran las representaciones de Lineweaver-Burk para
Pi variante y ADP constante para la reaccion de fotofosforilacién a 30°C cata-
lizada por PMS llevada a cabo por membranas pretratadas de diferentes maneras.

Tanto el pretratamiento de preiluminacidn en ausencia de sustratos (MPreil
L4') como el de fotofosforilacién a bajas temperaturas (M3°C 30') producen, tal
como se esperaba, una inhibicidén de la Vmax del 50% respecto de la membrana
""eontrol" (Mo), sin observarse cambios en el comportamiento general, que es
"michaeliano', ni tampoco cambios importantes en el valor de la Km aparente
para Pi.

Por otro lado, las membranas que fotofosforilaron 3 min a 30°C (M30°C 3')

muestran una pequefa inhibicién de la Vmax (14%).

Todos los resultados quedan resumidos en la Tabla 2.



I11.8.2 Comportamiento aparente de la reaccidon de fotofosforilacién respecto
de ADP

En el caso de la determinacion de los parametros cinéticos para ADP a 30°C,
las curvas de tiempo de la membrana ''control' (Mo) muestran con cualquier con-
centracién de ADP, un comportamiento bifasico. La reaccién 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-
cion de por 1o menos 2 min (no se muestra). Este comportamiento bifasico se
detecta sdlo cuando las membranas originales (Moo) sufren un lavado adicional,
tal como es el caso de la membrana ''control’' (Mo), ver descripcidén del Método
en la leyenda de la Fig. 22. En efecto, la preparacidn original (Moo) no mues-
tra, en general, de manera tan acentuada, este tipo de actividad dependiente
del tiempo. Sin embargo, tal como se indicd en |11.2 esto depende de la prepa-
racion cromatofdrica. Dicho comportamiento bifasico 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 reaccion se midi6 desde tiempos mds cortos, ver leyendas de las Figs.
24 y 25.

Se debe destacar que la Vmax de la membrana Mo estd un 20% inhibida res-
pecto de Moo. Otra evidencia de esto ya fue mostrada en la Fig. 22 y comentado

en I11.6 y Ill.7 en términos de una pérdida de la capacidad de fotofosforilacion

dada por el procedimiento de recuperacidn de las membranas Mo.

El hecho de que la fase inicial en las curvas de tiempo de la reaccidn
catalizada por Mo a 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-
cién, similar al que representa la fase inhibida que aparece luego del '‘quie-
bre'' en la reaccién a baja temperatura respecto de su correspondiente primera
fase sugirid la posibilidad de que la fase inicial de Mo pudiera constituir
una condicién de fotofosforilacién relacionada de alguna manera con la que surge
del fendémeno de inhibicidén a baja temperatura. Otra alternativa es que esta
fase inicial de velocidad baja pudiera reflejar el tiempo necesario para cons-
truir un AfH*suficientemente alto como para originar la fase de fotofosforila-
cién de velocidad mas alta ( 197 ). Segin esta Gltima hipdtesis, esta fase
apareceria preponderantemente en Mo y no en Moo pues aquella primera membrana
estaria mas ''desacoplada'’ que esta Gltima a causa de todo el pretratamiento
y recuperacidén por ultracentrifugacion.

Con esta idea se determinaron para la membrana Mo los parametros cinéti-

cos de ambas fases.



_70_

Para las dos fases de reaccién catalizadas por Mo se encontrd un compor-

tamiento ''michaeliano' y una Km del mismo orden (Fig. 25 y Tabla 3) y asi, la

velocidad maxima de la primera fase es 51% menor que la de la segunda. En otras
palabras, durante ese periodo de transicion que media entre el desencadenamien-
to de la reaccidn y el establecimiento del estado estacionarlo, se manifiestan
diferencias importantes s6lo en los parametros cinéticos que contribuyen a la
Vmax ("'turnover' de la enzima) pero no en los que se relacionan con su compor-
tamiento de saturacion.

La Moo muestra caracteristicas cinéticas similares a las de la fase de
estado estacionario de Mo.

Ademas, se estudiSé el comportamiento de una membrana que fotofosforilé
como pretratamiento durante 3 min a 30°C (M30°C 3'). En este caso, también se
observa un comportamiento bifasico similar al encontrado para Mo, con caracte-

risticas cinéticas también similares (Fig. 25 y Tabla 3). En efecto, esto co-

rrobora que el pretratamiento por fotofosforilacion 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 inhibicidn en el curso de una reaccidn

a 3°C, comparar ademas con las Figs. 21, 22, 24 y Tabla 2.

En el caso de las membranas preiluminadas a 30°C durante 4 min en presen-
cia de PMS 50 uM y en ausencia de ADP (MPreil 4') no se observd el comportamien-
to bifasico del curso de la reaccidn descripta arriba pero si se presenta un
"lag' de 5-10 seg. Comparando los datos cinéticos con los del control (Mo),

se deduce que la inhibicién queda reflejada s6lo en la Vmax, ver Fig. 25 y Tabla 3.

El resultado mas interesante se encuentra con 1a membrana recuperada lue-
go de haber fotofosforilado durante 30 min a 3°C (M3°C 30'). Tal como la MPreil
L',el curso de la reaccidn presenta un ''lag' de 5-10 seg antes de entrar en
el estado estacionario, pero presenta un comportamiento cinético totalmente
diferente a todos los mostrados anteriormente. La curva de saturacidn muestra
una clara sigmoidicidad, siendo sus paradmetros n = 2,67 y SO.S = 14 M, ver

Fig. 25 y Tabla 3. Por otro lado, tal como era de esperar, la Vmax esta inhibi-

da un 50% respecto del control.
Las fases de estado estacionario de las membranas MPreil 4' y M3°C 30',
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 informacidn obtenida, no se considera que las diferen-
cias observadas en las Kms aparentes para ADP (Tabla 3) sean significativas
dado la dispersidén que existe tanto entre las diferentes velocidades que cons-

tituyen un experimento como asi también la que hay entre experimentos de un
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ismo tipo.

Teniendo en cuenta las diferencias cinéticas entre la primera fase de la
fotofosforilacion de Mo y la del estado estacionario de M3°C 30' se descarta
cualquier relacién inmediata entre aquella primera fase y la condicién inhibida
que muestra M3°C 30', y se acepta como mds probable la hipitesis que asigna
a dicha fase una relacién con el nivel de energia de la membrana.

Sobre la base de esto Gltimo se podria deducir que el comportamiento de
saturacion respecto de ADP no seria dependiente del nivel de energia de la mem-
brana y la enzima detectaria el postulado aumento de ApH% manifestandose sélo
un aumento en el ''turnover''.

Cabe comentar que a altas concentraciones de ADP (2 mM) se observa un fe-
némeno de inhibicidén por sustrato que presenta en todos los casos un nivel si-
milar (20-35% respecto de la Vmax). En la Fig. 25 dicha inhibicién queda indi-

cada como I 2 mM.

111.8.3. Comportamientos aparentes respecto de Pi y ADP de la reaccidn de foto-
fosforilacion a 30°C llevada a cabo en ausencia de mediadores redox
exdogenos y de la reaccion catalizada por PMS pero parcialmente inhi-
bida por un desacoplante (FCCP). '

Como las caracteristicas cinéticas diferenciales de las membranas M3°C 30
son coexistentes con una baja velocidad de fotofosforilacién (dado que la ac-
tividad esta inhibida irreversiblemente), se quiso saber si, en general, dichas
caracteristicas eran propiedades independientes de la velocidad maxima de fo-
tofosforilacién, por ejemplo independientes del nivel de energia de la membrana.

A tal efecto, se estudiaron las caracteristicas aparentes de saturacidn
respecto de ADP y de Pi para la reaccién de fotofosforilacién endSgena (esto
es, llevada a cabo en ausencia de mediadores redox exégenos) y para la reacciodn
catalizada por PMS 50 uM pero en presencia de concentraciones de desacoplante
que inhiben la reaccidén sélo parcialmente (30-60%).

La Fig. 26 muestra para ambas condiciones que el comportamiento cinético
aparente para cada sustrato de fosforilacidn es ''michaeliano'', tal como los

de las membranas control Moo y Mo, comparar con las Figs. 24 y 25 y ver Tablas

2 y 3. Sélo se observa un aumento de la Km aparente para ADP en el caso de la
reaccion enddgena de Moo y en el de la de Mo mediada por PMS parcialmente de-
sacoplada. Sin embargo, la falta de suficiente informacion 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 ADP y Pi probadas en las reacciones desacopladas



con FCCP, pero no en las reacciones que transcurren en ausencia de mediadores
redox. Esto Gltimo es llamativo pues la reaccidn endégena muestra una veloci-
dad de reaccidon menor alin que la mediada por PMS y parclalmente desacoplada.

De manera tal que es complicado interpretar por qué, con un nivel de energfa

menor, la reaccién enddgena entra en estado estacionario muchisimo antes que

la mediada por PMS y desacoplada. En términos quimiosmoticos clasicos habria

que esperar un ''lag'" o primera fase de reaccion inversamente proporcional a
la velocidad de estado estacionario. Véase una discusidn sobre esto en el

Capitulo IV.5.

Cabe comentar otra diferencia, esto es el grado de inhibicidon por sustrato.
En efecto, tanto en el caso de la reaccidn endégena 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 inhibicién 2 veces mayor que la que muestra cualquiera de los ti-
pos de membranas estudiadas en la Fig. 25 en condiciones de relativamente alta
energizacion (en presencia de PMS 50 uM). Los experimentos de la Fig. 41 corro-
boran la observacidén para Moo, incluso a diferentes temperaturas.

También es de recalcar la inhibicidén por sustrato (Pi) que se observa como

Gnico caso en la reaccién enddgena de Moo (comparar Figs. 24 y 26).

Se concluye que no hay cambios drasticos en las caracteristicas cinéticas
aparentes generales (comportamiento "michaeliano') en las diferentes condiciones
energéticas. De manera tal que la sigmoidicidad observada en la membrana M3°C 30'
que fotofosforila a baja velocidad es una caracteristica intrinseca y no estaria
dada por una baja energizacién o por una baja velocidad de '"turnover''. De ma-
nera concordante, se debe tener en cuenta que la membrana MPreil 4' tiene un

mismo grado de inhibicidn que la M3°C 30' y sin embargo su comportamiento es

“michaeliano' (Fig. 25).

Para contrastar si la velocidad de la ATP sintetasa est3 controlada de alguna
manera por el AuH® a través de una variacidn de la Km para ADP, otros autores han
estudiado el efecto de desacoplantes en bacterias y particulas submitocondriales
(137,138). Encontraron que, en efecto, con un desacople parcial la Km aumenta pero,
aan ejerciendo un grado similar de inhibicién (70%), el dinitrofenol provoca un au-
mento de la Km de 10 veces mientras que con FCCP la Km sélo se duplica. Se concluye
(137) que los cambios drasticos de la Km provocados por el dinitrofenol probablemen-
te se deban a una accidn directa sobre el F1 tal como fue mostrado en (139) y que los

cambios determinados eventualmente por la disminucidn del AfH* son, a lo sumo,pequenos.



111.8.4 Comportamiento aparente respecto de ATP/Mg de la reaccidn de hidrélisis
de ATP

Para estudiar adecuadamente la reaccion de hidrélisis de ATP inducida por
un desacoplante en las membranas que sufrieron el proceso de ''inhibicion de
la fotofosforilacion por fotofosforilacién a baja temperatura'' respecto de las
membranas control, se ''tituld' la concentracion Sptima de FCCP para estimular
la maxima actividad. Dicho experimento se hizo a varias concentraciones de ATP/
Mg para poder estudiar las caracteristicas de saturacion de la reaccidn indu-
cida por desacoplante.

En la Fig. 27 se observa que la concentracidn Sptima de FCCP es algo menor
para las membranas M3°C 30' respecto de las Mo (por ej. 0,6 uM vs. 0,8 uM para
una concentracién de ATP/Mg = 2 mM). Se muestra, ademas, el comportamiento de
la membrana original (Moo). En general, en todos los casos, cuanto menor es
la concentracion de ATP/Mg, menor es también la concentracidn optima de FCCP.
NGtese ademds que la concentracidén dptima de FCCP para la membrana control (Mo)
es menor que para la membrana original Moo. También es algo menor la actividad
constitutiva. Estas Gltimas diferencias se interpretan como debidas a una pér-
dida de factores de acoplamiento y aumento de la permeabilidad a protones pro-
vocados por el pretratamiento (fundamentalmente ultracentrifugacion).

Se observa que, usando concentraciones altas de ATP/Mg, la actividad cons-
titutiva de la M3°C 30' no estd inhibida respecto de la Mo (control). Sin em-
bargo la actividad inducida por FCCP estd parcialmente inhibida (33%) en aque-
11las mismas condiciones.

En la Fig. 28 se estudian los comportamientos de saturacidn de los tres
tipos de membranas, Moo, Mo y M3°C 30'.

Mientras que Moo y Mo presentan un comportamiento ''michaeliano' tanto para
la reaccidn constitutiva como para la inducida por concentraciones optimas de
desacoplante, la membrana M3°C 30' muestra una curva de saturacion ligeramente
sigmoide para ambos tipos de reaccién.

De manera paralela a lo que muestra la Fig. 27, la Vmax de la actividad
constitutiva de 1a M3°C 30' no est3d inhibida, pero s lo esta la de la reaccién
inducida por desacoplante.

Dado que la Vmax de la actividad constitutiva de la membrana tratada y
la de la control son iguales y, en cambio, las Vmaxs de las reacciones inducidas
por concentraciones Optimas de desacoplante no lo sean (de hecho la actividad
de M3°C 30' estd inhibida un 30%), se puede proponer que el fendmeno que conduce
a la inhibicién (por lo menos de la ATPasa inducible por FCCP) no involucra

un fendmeno de desacople. Esto es asi pues, si hubiese algin grado de desacople,



al estar disminuida la retropresidn de H+, la actividad constitutiva deberia
estar estimulada respecto de la del control y la inducida por concentraciones
optimas de desacoplante deberia tener el mismo valor que la correspondiente
al control pero a concentraciones de desacoplante menores, ver Introduccidn
Por su parte, el proceso de ''fotoinhibicion de la fotofosforilacion por
PMS'' también provoca la inhibicidon de la actividad en oscuridad de hidrélisis
de ATP, inducida por desacoplante,por parte de los cromatéforos. La actividad
constitutiva no es inhibida, de manera similar a lo mencionado para M3°C 30'.
En la Fig. 29 se observa que la actividad constitutiva de MPreil 4' es practi-
camente igual que la del control preincubado en oscuridad (Mo). La actividad
inducida por desacoplante estd inhibida un 30%. Slooten y Sybesma (198 ) y Sloo-
ten y Branders (203 ) presentaron resultados similares a estos, aunque sefalan
que la actividad inducida muestra un grado de inhibicién mayor (50-80%). De
nuevo, tal como se discutid para el caso de M3°C 30', los hechos de que la ac-
tividad constitutiva no esté estimulada, que la concentracién de FCCP que in-
duce la maxima actividad 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 fendmeno de fotoinhibicidn 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 concentracion de desacoplante que induce la maxima actividad en la mem-
brana preiluminada en ausencia de sustratos de fotofosforilacién, es menor que
la respectiva del control. Sin embargo, dichos autores usan CCCP como desaco-

plante y su experimento tiene un poder de resolucién mucho menor.

111.8.5 Discusidn

Se puede plantear la siguiente critica al planeamiento experimental. Para
estudiar las propiedades cinéticas de los cromatéforos que han sufrido una inhi-
bicion al fotofosforilar a bajas temperaturas, se usaron membranas pretratadas
en dichas condiciones durante 30 min dado que el grado de inhibicién 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
fotofosforilacién a altas intensidades de luz (aunque no a bajas) el curso de
la reaccidn estd sustancialmente inhibido (Figs. 3y 14), de tal manera que

se establecen condiciones de alta energizacidn pero baja dislpacion de energia

debido a la muy baja velocidad de sintesis de ATP, de manera que adn en presencia



de sustratos de fotofosforilacidon tedricamente podrian establecerse las condi-
ciones que dan lugar al conocido fendmeno de ''fotoinhibicidn de la fotofosfo-

rilaciéon por preiluminacion en presencia de PMS'". Se podria proponer que al fendme-
no de "inhibicidn por fotofosforilacién a baja temperatura' se le puede sumar el de

“inhibicién por preiluminacién en ausencia de sustratos''. Tal vez, la segunda parte

del comportamiento bifdsico de la inhibicidn 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 PMS 50 uM y en ausencia
de ADP, incluso irreversiblemente respecto de la medicidn posterior a 30°C (aun-
que no esta demostrado si lo es también frente a un lavado por ultracentrifu-
gacién), pero el tiempo en que se logra el 50% de la maxima inhibicién 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 4' sea diferente del de las M3°C 30' en lo que se refiere a la reaccion
de fotofosforilacion mediada por PMS, sugiere que ambos tipos de inhibicidén sur-

gen a través de mecanismos también diferentes (Fig. 25 y Tabla 3). Pero, para

considerar esto Gltimo se debe tener en cuenta que, aunque el nivel de inhibi-
cidn por preiluminacidn en ausencia de sustratos queda saturado totalmente des-
de 1 min hasta 5 min (mdximo tiempo estudiado) (198,199), los tiempos de pre-
tratamiento de las membranas MPreil 4' y M3°C 30' son muy diferentes y no se
sabe que efectos pudiera provocar una preiluminacidn en ausencia de sustratos
durante periodos de tiempo mucho mayores (20-30 min).

Un control mads apropiado para comparar el comportamiento de la membrana
que fotofosforild a 3°C durante 30 min hubiese sido una membrana que sufrid
un tratamiento de fotofosforilacidn también durante 30 min pero a 30°C. En efec-
to, la hipStesis inicial de trabajo es que el fendmeno ocurre 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 3-4 min se mantiene la velocidad cons-
tante a 30°C (Fig. 8) y Slooten y Sybesma ( 198 ) han mostrado que la reaccién
se puede mantener constante durante 10 min con el agregado periddico de Pi du-
rante la reaccion y también que luego de recuperar por ultracentrifugacién las
membranas que fotofosforilaron durante 10 min, dichas membranas no muestran
inhibicion. Sin embargo, habria que reponer los sustratos durante la reaccién
para mantener la alta velocidad de disipacion de energia.

Cabe indicar gue en algunos experimentos de esta Tesis se ha detectado una leve
inhibicidén irreversible durante la fotofosforilacion mediada por PMS a 30°C
(10-20%), ver Figs. 22 y 24,




Esto sugeriria, tal como se adelantd en el Capitulo Il.7, que la inhibicidn

observada a baja temperatura también podria ocurrir a 30°C con tal de establecerse

condiciones energéticas suficientemente altas, ver ademas Figs. 11, 12 d y 22.

Por otro lado, un valioso experimento que podria aportar evidencias consisti-
rifa en pretratar las membranas en iguales condiciones que M3°C 30', pero en presen-
cia de concentraciones altas de desacoplante, totalmente inhibitorias para la fo-
tofosforilacidn pero estimulantes del transporte de electrones y, por otro lado,
en presencia de aquellas concentraciones bajas que prolongan la primera fase (fiﬂi'
15 y 16). Luego de recuperar dichos cromatéforos por ultracentrifugacion se deberia
encontrar un comportamiento similar al control, si es que el contenido de energia
de la membrana es el que provoca la inhibicién, experimentos de este tipo fueron
desarrollados para el estudio de la ''fotoinhibicdn por PMS'' pero en preincubaciones
cortas (3-5 min), encontrandose una total proteccién (198,199).

Los controles adecuados consistirian por un lado en membranas preincubadas
en condiciones standard en oscuridad pero con desacoplante y por otro, a las mem-
branas que son pretratadas en luz en ausencia de desacoplante (M3°C 30'), se les
deberia agregar desacoplante luego de haber interrumpido la reaccidén con oscuridad
y antes de recuperar los cromatéforos por ultracentrifugacion. Esto es para des-
contar un eventual efecto de la presencia remanente del desacoplante luego del
lavado.

Si bien se usd un protocolo standard y no se establecieron las condiciones
Sptimas de reaccidn para el estudio de las propiedades cinéticas de los distintos
"tipos'' de membranas se propone que las diferencias observadas son, al menos, cua-
litativamente validas.

Con la informacidn reunida hasta acad es dificil la interpretacién de la sig-
moidicidad observada en la fotofosforilacién mostrada por M3°C 30°'.

En efecto, los cambios en las caracteristicas cinéticas (comportamiento ge-
neral de saturacidn, Vmax y "afinidad" por los sustratos) de la etapa terminal
en la secuencia de reacciones acopladas en la transduccidn energética (sintesis
de ATP), no necesariamente deben reflejar cambios intrinsecos del sistema a dicho
nivel. El caso tedrico de un cambio en la Vmax es el mds comin, pues puede refle-
jar simplemente cambios en el transporte de electrones o en la conservacion de la
energia.

En el caso de los parametros que cuantifican la saturacidn por los sustra-

tos, seria la interpretacién inmediata un cambio directo a nivel de los
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acontecimientos del ciclo catalitico de la enzima. Sin embargo, se discuten mas
abajo otras alternativas.

AGn en el caso en que la sigmoidicidad reflejase sd0lo acontecimientos a nivel
del factor de acoplamiento, la interpretacidn no es facil pues pueden haber varias
causas que lo produzcan, incluso artificios ( 83).

Se sabe que en el caso de los cloroplastos los nucledtidos ADP y ATP inducen
(en ausencia de condiciones completas de fotofosforilacidén) un pequefic aumento
del nivel de AuH* inducido por el transporte electrénico fotosintético. Esto es
interpretado en términos de un aumento de la impermeabllidad a los protones de
la membrana a nivel del factor de acoplamiento (dado que aquél es una via natural
de disipacién en la sintesis de ATP). Los nucledtidos inducirian algdn cambio es-
tructural de manera de restringir aln mas el escape inespecifico de H* (140-144).

En este sentido, se puede proponer que la inhibicidén que se produce durante
la fotofosforilacién a bajas temperaturas podria representar algin 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 saturacion de ADP de la membrana M3°C 30'. En efecto, a baja concentracidn de
ADP el factor de acoplamiento seria, anormalmente, una valvula (parcialmente?)
abierta a los protones (''leaky'') y entonces se disiparia el estado de alta ener-
gia intermediario en la sintesis de ATP. S6lo a mas alta concentracién de ADP se
subsanarfa el ''defecto' estructural. De cualquier manera habrfa entonces, un grado
(50%) de inhibicién (también desacople?) no remediable por medio de los nucledtidos.

En concordancia con esto, se podria interpretar el '"'lag' que antecede la fase
de estado estacionario en las membranas M3°C 30' y MPreil 4' (cf. Tabla 3). En
efecto, dicho '""lag' podria reflejar el tiempo que se tarda en lograr un umbral
energético suficientemente alto como para que la reaccidn procedaﬁ Esto serfa un
fenémeno del orden del sefalado para Mo y M30°C 3', en los que estaria atenuado
y, en vez de aparecer un ''lag', se observa una fase de menor velocidad.

Sin embargo, la discusidn que se presenta en esta Tesis (111.8.4) respecto
de la reaccion inversa (ATP hidrolasa), propone que no habria un desacople ''cla-
sico' de la membrana provocado por el pretratamiento de fotofosforilacidon a baja
temperatura. En apoyo a esto y en contraposicidn con lo discutido para la reaccidn
de fotofosforilacion, y ya que la reaccidn de hidrélisis es en efecto inducible

por un desacoplante  (Figs. 27 y 28), no se podria asignar a la sigmoidicidad de

la reaccién de hidrélisis constitutiva ser el reflejo de un desacople corregible

por el ''binding' de nucledtidos (ATP/Mg). En efecto, si existiese tal desacople,
la representacién de inversas deberia ser cOncava hacia abajo indicando una acti-

vacion de la reaccidon a bajas concentraciones de sustrato. Los resultados son

(*) Sin embargo, ndtese que MPreil 4' no tiene una saturacidn sigmoide para ADP.



diametralmente opuestos a ese prondstico.

Con el mismo tipo de argumento, la reaccidn inducida por concentraciones &p-
timas de desacoplante (FCCP) no puede poner en evidencia ninguna inhibicién deter-
minada por otro tipo de desacople de caracteristicas delocalizadas y por lo tanto
su sigmoidicidad respecto de ATP/Mg no puede ser explicada en aquellos términos.

De cualquier manera, adn se podria mantener la hipdtesis mencionada para
la fotofosforilacion si se postulara que los mecanismos de acople entre el factor
de acoplamiento y el intermediario de alta energfa procedieran a través de pasos
no exactamente equivalentes en la reaccion de sintesis y de hidrélisis de ATP.

Queda por explicar porqué tanto en el caso de la membrana M3°C 30' como el
de la MPreil 4', estando sus respectivas reacciones de fotofosforilacién inhibi-
das, no lo estan las reacciones constitutivas de hidrélisis de ATP pero si, en
cambio, las inducidas por FCCP.

Slooten y Branders han demostrado que en el caso de MPreil el transporte elec-
trénico no estd inhibido y, aunque la membrana queda parcialmente permeable a los
protones, no se puede explicar con ese argumento la mayoria de la inhibicidn{03).

Se podria proponer que los hipotéticos cambios conformacionales que darfan
origen a la inhibicidn de la fotofosforilacién en ambos casos (M3°C 30' y MPreil),
adn cuando pudiesen ser no homélogos, sélo se manifestarian inhibiendo la reaccidn
inversa (ATPasa) cuando el contenido de energia de la membrana no es alto (esto
es cuando la reaccidn de hidrélisis transcurre en presencia de un desacoplante,
ver Fig. 50).

En este Capitulo (lll;é) se ha mostrado que el ‘proceso de ''inhibicidn por
fotofosforilacidon a baja temperatura'' y el de ''fotoinhibicidn en ausencia de sus-
tratos'' también ocurririan en ausencia de mediadores redox exdgenos (p.ej. PMS)
cuando se usa una preparacidn ''cruda'' de membranas, conteniendo todos los compo-
nentes citoplasmaticos o sélo los no dializables. Sin embargo, ambos fendmenos
son reversibles tal como lo demuestra la actividad mediada por PMS a 30°C luego
de haber ''lavado'' las membranas pretratadas.

Muy probablemente, la irreversibilidad seria provocada por la presencia de
PMS durante la reaccién, a través de algin mecanismo desconocido o mas probable-

mente, tal como se discutié en I11.3 y Il11.6, dicha irreversibilidad surgirfa solo

cuando se supera algin umbral energético, logrado, por ejemplo, estimulando el
transporte de electrones con PMS.

También se puede deducir que el efecto de la fotofosforilacidon a baja tem-
peratura no involucra directamente un mecanismo de inhibicion irreversible del
factor de acoplamiento.

Esta capacidad para revertir a las condiciones ''normales'' sugiere la



posibilidad de que el efecto de la baja temperatura resulte en la acumulacidn prefe-
rencial de una forma estructural del complejo factor de acoplamiento, involucrada
en el proceso de transduccidon de energfa.

Entonces, si las nuevas propiedades cinéticas (sigmoidicidad) de las reaccio-
nes de sintesis y de hidrdlisis reflejasen realmente una forma diferente del fac-
tor de acoplamiento producida durante el proceso de fotofosforilacidon a baja tem-
peratura, surge la dificultad de definir cual seria la funcidon de aquella forma
estructural.

La dependencia de la velocidad de sintesis y de hidrdlisis de ATP respecto
de los sustratos en cloroplastos ha sido estudiada por diversos autores (cf. 145).
En todos los casos publicados se encontré para los tres sustratos un comportamien-
to de saturacidn hiperbSlico simple. Los productos de tanto la reaccidn de sinte-
sis (ATP) como los de hidrélisis (ADP y Pi) ejercen una accién inhibitoria de tipo
competitivo. De este tipo de estudios surgen las siguientes conclusiones.

1) Las Kms aparentes para la reaccidn directa varian, seglin las condiciones de
reaccion usadas por los diversos autores, entre 25-60 uM para ADP y 200-600 uM
para Pi. Mientras que la correspondiente a la reaccidn de hidrélisis oscila entre
5y 500 uM.

2) Los sustratos existen en diferentes estados de protonizacién, 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, ATP y 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 de] pH y de la concentracibn de
Mg2+ provocando, entonces, las variaciones aparentes de 13as Kms.

3) Las Kms aparentes pueden depender del nivel de energia de la membrana, esto

es de la Vmax medida en las condiciones experimentales (137,138).

L) Los valores de Km pueden ser diferentes para las ATPasas modificadas y las no
modi ficadas.

5) No se conocen el orden secuencial de '‘binding'' de los sustratos.

En R. rubrum, en ausencia de Pi, la Km para ATP es alrededor de 0,2 mM (146),
en concordancia con los resultados de esta Tesis. En cambio, con Pi 0,5 mM, la
Km se transforma en 5 uM y la actividad de ATPasa es estimulable con luz de una
manera en la que la Vmax no cambia pero si lo hace la Km que disminuye a 1 uM
(147 ).

El comportamiento sigmoide para ADP mostrado por la membrana M3°C 30' revela
la posibilidad de rearreglos estructurales y el valor de Ny indica la posible

participacion de hasta tres moléculas de ADP en un fendmeno de cooperacidn po-

sitiva.
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Cabe recordar que los cambios estructurales que se conoce ocurren durante
la operacion del ciclo catalitico de fotofosforilacién pueden ser explicados
tanto por la hipdtesis del ''mecanismo quimiosmético indirecto' como también por
el mecanismo de Boyer de estados conformacionales energizados ligados directamen-
te al transporte de electrones, ver Introduccidn 1.2,

Estan bien documentados los cambios conformacionales, producidos por ilumi-
nacidn en las subunidades a, 8 y Yy del complejo F1 (148-152).

Ryrie y Jagendorf ( 32,33 ) han mostrado que la energizacién de la membrana

3

del cloroplasto expone sitios adicionales para el intercambio de “H en el factor
de acoplamiento. El fendmeno es sensible a desacoplantes. Otros experimentos,
usando reactivos especificos para grupos, también indican modificaciones estruc~
turales del factor de acoplamiento ( 148, 150-153).

Por otro lado se han descripto fenémenos de cooperatividad entre subunidades
di ferentes y similares del Fq.

La modificacion de ‘1 residuo de tirosina en una subunidad B del factor Fj
de mitocondrias causa una inhibicién completa de la sintesis de ATP. Como la en-
zima tiene 2 o 3 copias de dicha subunidad se concluye que el F{ muestra una
asimetria inducida por el ligando ( 154,155).

Ebel y Lardy (156 ) proponen una cooperatividad negativa entre las subuni-
dades cataliticas en F{ de mitocondrias. Adolfsen y Moundriakis (157 ) concluyen

que en el Fy de Alcaligenes faecalis el '"binding' de nuciedtidos en un sitio

de la enzima promueve, alostéricamente la disociacion de nucleétidos en otro
sitio. Otras evidencias del grupo de Boyer indican que el ''binding'' de ADP y
Pi promueve la liberacién de ATP durante la sintesis y el 'binding' de ATP pro-
mueve la liberacidn de ADP y Pi durante la hidrédlisis (158-160).

Los resultados presentados acd 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 hidrdlisis de ATP.
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Figura 2

Curvas de tiempo de la fotofosforilacion, mediada por PMS 50 uM, a diferentes tem-
peraturas en cromatoforos de R. rubrum W,

A todas las temperaturas se usa buffer Tricina-NaOH ajustado a pH = 8,0 a 20°C.

La dispersion experimental de cada curva es del mismo orden que la mostrada para
2,5°C. Las curvas de tiempo se poligonizan para su andlisis. Cada intervalo es
practicamente rectilineo.

En el recuadro interno se muestra, en funcidn de la temperatura, el grado de inhi-
bicén de la reaccidn respecto de la velocidad inicial, para varios intervalos de
la curva de tiempo. FR1 y W son las dos cepas ''wild type'' estudiadas. Los nimeros
que caracterizan cada sTmbolo indican los minutos entre los que estd 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-
fosforilacion a temperatura baja (2,6°C).

A- La reaccién se desencadena con cromatéforos estando la luz prendida previamente.
By C- Los cromatdforos se agregan a la mezcla de reaccidn a tiempo cero y en os-
curidad. Luego de 8 y 16 min respectivamente se desencadena la reaccidén prendien-
do la luz.

Dy E- Como A, pero la reaccién se detiene a los 6 min apagando la luz. Luego de
2 y 10 min respectivamente, se reinicia la fotofosforilacién prendiendo nuevamen-
te la luz.

Flecha negra:se apaga la luz; flecha blanca: se prende la luz. Las velocidades

se expresan en umol ATP.mg Bch1~l.min-1.

La curva A se poligoniza para su analisis.
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Figura &4

Representaciones de Lineweaver-Burk de la reaccidn de fotofosforilacidn a 2,5°C

a Pi variable y ADP = 2,11 mM constante.

La representacion 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.mg Bchl-1.min-1
y una Km aparente = 0,46 mM. La velocidad de la actividad inhibida (segunda fase)
fue calculada sobre la curva de tiempo entre el min 4° y el min 6° y la concentra-
cidon real de Pi fue estimada mediante correccidn en base al nivel de producto acu-
mulado en el min 4°. En este caso,la Vmax = 0,68 umol ATP.mg Bchl-1.min-1 y la Km
aparente = 0,41 mM. El eje 'y" tiene unidades de ymol ATP-1.mg Bchl.hr.

Se presenta la informacidon proveniente de dos experimentos distintos. Los tiempos de
reaccion son 0-10-20-30-40-60-90 seg -2-4-5-6-8 min. Independientemente de la concen-
tracion de Pi, el grado de inhibicién de la 2da. fase respecto de la la. oscila entre
k5 y 65%. Sin embargo, el tiempo de duracidn de la primera fase (y por lo tanto el
momento en que ocurre el ''quiebre'') aumenta al aumentar la concentracidon de Pi. AsT,
es 40 seg para la menor concentracién (100 pM) y aumenta paulatinamente hasta 3 min

para 4 mM Pi.
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(ADP) (a) (ADP) (b) E]l '"quiebre"
mM ve locidad mM velocidad % Inhib. aparece
inicial primera en el min 4° segunda b/a en el min

fase fase
0,176 2,05 0,132 0,55 73 2' o0"
0,211 2,00 0,173 0,65 68 1+ 20"
0,247 1,65 0,207 0,55 67 1t 30"
0,350 1,55 0,309 0,75 52 1" 30"
0,530 1,50 0,494 0,55 63 1" 30"
1,050 1,30 1,012 0,68 L8 1 Lo
2,110 1,45 1,960 0,68 53 o' 5o
3,880 1,55 3,846 0,58 63 1"
Tabla 1

Velocidades iniciales (primera fase) y de la segunda fase (calculada entre el
min 4° y 6°) de la fotofosforilacién a 2,5°C a concentracidn de ADP variable y
Pi 2 mM cte.

En el caso de las velocidades de la actividad de la segunda fase, la concentracidn
real de ADP fue estimada mediante correccidn por el nivel de producto acumulado

en el min 4. Se indica, también, en que momento ocurre el ‘''quiebre'' para cada
caso. Por falta de informacion a concentraciones de ADP menores que las estudia-
das acd no se puede calcular la Km aparente, sin embargo, notese que se observa
inhibicion por sustrato para la primera fase y que el ''quiebre'' aparece antes
cuanto mayor es la concentracidén de ADP (véase pdg. 60 ). Los experimentos de

la Fig. 41 apoyan la informacidn presentada acd y confirman que la inhibicién

del curso de la reaccién (''quiebre') no se debe a una desaturacidn de ADP.
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Figura 5

Efecto de distintos niveles de producto (ATP) sobre la velocidad de la primera

y segunda fases de la fotofosforilacidon a temperatura baja (3°C).

A- Primera fase. Los tiempos de reaccion son 10-20-30-40 seg. Las muestras se to-
man por duplicado. El curso de la reaccidn es en todos los casos rectilineo. Ve-
locidad control (0 uM ATP) = 1,49 umol ATP.mg Bchl-1.min-1.

B- Segunda fase. lgual .preparacion experimental que en la Fig. 3. Se deja trans-
currir la reaccién de fotofosforilacién 4 min. En ese momento se agregan concen-
traciones variables de ATP y se comienza el registro de la reaccidon. Las muestras,
a partir de los 4 min, se toman (por duplicado) a los tiempos = 0-15-30-60-90-120
seg. El curso de la reaccion es en todos los casos rectilineo. Concentracién de
ATP ya presente a los 4 min = 35 uM. Velocidad de la segunda fase a 0 uM ATP exé-
geno (control)= 0,69 umal ATP.mg Bchl~!.min~1.
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Figura 6

Andlisis parcial de los productos de la reaccidén inducida porla luz a baja tempe-
ratura (3°C) y detectados como 32P orgadnico. Requerimiento de ADP exdgeno.

A- Dependencia de la presencia de ADP exdgeno. La reaccidn (+ ADP) es el control
llevado a cabo en condiciones standard. La reaccidn (- ADP) se lleva a cabo en
condiciones iguales a las del control salvo por la ausencia de ADP exdgeno en la
mezcla de reacciodn.

B- Reaccidon de fotofosforilacion a baja temperatura con un posterior tratamiento
de hexoquinasa e hidrélisis acida, ver |1.10.

Las velocidades se expresan en umol ATP.mg Bchl-1.min-1. Las reacciones A y B
fueron hechas en dias diferentes.




pmol ATP xmg Bchl ™'

min

Figura 7

Fotofosforilacion a temperatura baja a dos intensidades de luz diferentes y con
dos concentraciones de cromatéforos diferentes.

A- Intensidad luminica = 490 pE.m-2.seg-1; 10 pg Bchl m1-1. Temp. = 2,7°C.
B- Intensidad luminica = 490 uE.m"2.seg~1; 20 ug Bchl mi-1. Temp. = 2,7°C.
C- Intensidad luminica = 180 pE.m-2.seg-1; 10 ug Bchl mi-1, Temp. = 2,45°C.

Las ''curvas de tiempo'' estan ligeramente desplazadas hacia arriba por razones de
claridad.
Las velocidades se -expresan en umol ATP.mg Bchi=1.min-1.
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Efecto de un cambio de temperatura sobre las diferentes fases de la actividad de

fotofosforilacidon a baja temperatura.

Ver la leyenda en la pag. 89.
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Figura 8 (Leyenda)

Efecto de un cambio de temperatura sobre las diferentes fases de la actividad de
fotofosforilacion a temperatura baja.

La concentracidon de cromatéforos es equivalente a 7,5 ug Bchl.ml-1. La reaccidn
se lleva a cabo en presencla de hexoquinasa y glucosa para evitar la hidrélisis
del producto durante los periodos de oscuridad a temperatura alta. Las velocida-
des se epxresan en umol ATP.mg Bchl-1.min-1.

A- Se desencadena la reaccidn con cromatdforos. La luz estd previamente prendida
y los tubos de reaccidn termostatizados a 30°C.

A'- Los tubos de reaccién estan termostatizados en oscuridad a 2,6°C. Los croma-
téforos 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, Dy E- lgual que B pero a los 45 seg, 75 seqg y 4 min respectivamente se trans-
fieren los tubos a 30°C (otro bafo) en idénticas condiciones luminicas.

F- lgual que B pero a los 4 min se interrumpe la reaccidn apagando la luz y se
transfiere inmediatamente a 30°C y oscuridad. Luego de 3 min en esas condiciones
se reinicia la fotofosforilacién a 30°C prendiendo la luz.

G- lgual que B pero a los 4 min se interrumpe la reaccion 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 (termostatizacidn),
se reinicia la reaccidon prendiendo la luz.

H- Igual que E pero a los 6 min se interrumpe la reaccién apagando la luz y se
transfieren los tubos a 2,6°C. Luego de 2 min de termmostatizacion se reinicia la
reaccién a 2,6°C prendiendo la luz.

- Se agregan los cromatdforos en oscuridad en tubos termostatizados a 2,6°C. Lue-
go de incubar 3 min en oscuridad, los tubos se transfieren a 30°C en presencia
de luz, desencadendndose asi la reaccidn.

Las reacciones C, D, E e | muestran una aceleracidn inicial menos acentuada que
la reaccién A. La reaccidén A' indica que esa aceleracién es el reflejo del tiem-
po de termostatizacidén necesario para llegar a 30°C.
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Figura 9

Fotodescomposicidon del PMS. Proteccion por un filtro rojo.

Se trataron alicuotas de una solucidn de PMS 50 uM en Tricina-NaOH 29 mM pH 8,0

a 24°C con periodos variables de iluminacidn. Se usd una lampara reflectora de

100 W a 10 cm de la muestra. El calor se filtrd con 7 cm de agua. Salvo en el perio-
do de iluminacidon la muestra se mantuvo en estricta oscuridad.

A- Espectro de absorcidon de diferentes alicuotas luego de la iluminacidn. Cada
curva se distingue por el tiempo de iluminacidon. La muestra sin iluminar tiene

el espectro caracteristico del PMS oxidado, ver el texto (111.3).

El pico de 387 nm se corre hacia longitudes de onda menores cuanto mayor es el
tiempo de iluminacion de la muestra. Se superpone el espectro de transimision del
filtro rojo usado .en algunos experimentos; sus caracteristicas espectrales no va-
rifan luego de por lo menos 50 horas de uso en las condiciones standard. El espec-
tro de absorcion de una muestra iluminada durante por 1o menos 4 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 1a muestra sin iluminar.

C- Absorbancia de los picos en la zona 3877380 nm y 690 nm de las muestras con
distintos tiempos de iluminacidn.

D- Espectro de absorcidon de una suspensidn de cromatéforos de R. rubrum equivalen-
te a 6,6 ug Bchl.ml~1, tomado de (113 ).




2
/ L% - e
o €
. / E 12 . st
,l/" -3 o ST e
L] 0. °
2 g !
] - . os / - 22 s
. g oald i° ° - ) .
® < ol
B — _
] 20 « e © 00

umol ATP x mg Bcht ~

F
o 1 2 3 4 5
MINUTO
Figura 10

Fotofosforilacidon a 2,6°C catalizada por distintas concentraciones de PMS,
Intensidad luminica: 500 uE.m"4.seg”!. El pH es 8,6. La concentracidn de los cro-
matéforos es equivalente a 10 pg Bchl.ml-1,

En el grafico de velocidad vs. concentracién, los simbolos llenos provienen de los
cursos de reaccidn mostrados acd y los vacios pertenecen a otro experimento simi-
lar. (—————) Velocidad de la primera fase. (~—-—-—- — =) Velocidad de la se-
gunda fase.

Por encima de 20 uM PMS, el cambio entre la primera y segunda fase ocurre en todos
los casos entre 1 min y 1,5 min. La reaccidon en ausencia de PMS se mantiene cons-
tante por lo menos durante 19 min (8 determinaciones diferentes). Este experimen-
to se llevé a cabo con membranas no congeladas almacenadas en hielo durante 24

hs (sTmbolos vacios del grafico interno) y 10 dias (simbolos llenos), en ambos
casos provenientes de células sin congelar.

Las curvas con 0 y 5 uM PMS estdn levemente desplazadas hacia abajo por razones de
claridad.
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Figura 11

Efecto de concentraciones crecientes de PMS sobre la fotofosforilacidén a 30°C y

pH = 8,0.

La concentracidn de cromatéforos es equivalente a 10 ug Bchl.ml-1 y la intensidad
Juminica es 500 pE.m"2.seg~1. En el recuadro se muestra la velocidad inicial (.mol
ATP.mg Bch1-1.min-1) en funcién de la concentracién de PMS. Para la condicién 0 uM
PMS se muestra la fluctuacidén de la velocidad de diversos experimentos. En todos
estos Gltimos, la reaccién se mostrd rectilinea desde 10 seg hasta 5 min (inter-
valo minimo y mdximo estudiado respectivamente). Este experimento se llevd a ca-
bo conjuntamente con el que esta expresado por los simbolos llenos en el grafico

interno de la Fig. 10.
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Figura 12

Efecto del pH sobre la velocidad de fotofosforilacidén catalizada por

PMS 50 uM_(1)

La reaccion 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
tos con diferentes preparaciones cromatofdricas. Los simbolos 1lenos
la curva de tiempo es recta durante todo su transcurso, mientras que
indican que la reaccidn presenta el fendmeno de inhibicidon descripto
tulo I'll. Los valores duplicados representan la incertidumbre maxima
macién de la velocidad de un mismo experimento.

de experimen-
indican que
los vacfios

en el Capi-
en la esti-

Para las reacciones a 3°C los tiempos experimentales son: 10-20-30-40-50 seg -2-
3-5 min, mientras que para las correspondientes a 30°C son: b) 15-30-45-60-90 seg

y para d): 15-30-45-60-90 seg -2-2,5-3-4-6 min.

Las reacciones identificadas con b pertenecen al mismo experimento que las mostra-

das en la Fig. 3A4.
Ver también la Fig. 13.
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Figura 13

Efecto del pH sobre la velocidad de fotofosforilacidén catalizada por PMS 50 uM.(11l)
La reaccidon se desarrolla a diferentes bajas temperatruras en las que se manifies-
ta el fendémeno de inhibicidon. El buffer es Tricina-NaOH para todo el rango de pH.
En Ay en B se grafica la dependencia del pH de la reaccién antes y después de

la inhibicidon respectivamente. La primera y la segunda fases son rectilineas en
todo su transcurso.

En C se muestra el tiempo de duracidn de la primera fase de la reaccidn para di-
ferentes bajas temperaturas.

El Gnico simbolo lleno en A indica que la reaccidn no se inhibe en todo su trans-
curso. Todas las reacciones son medidas en los siguientes tiempos experimentales:
10-20-30-40-50 seg -1-1,5-2-4-6 min.

Ver también la Fig. 12.
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Figura 14

Efecto de distintas intensidades de luz sobre el curso de la reaccién de fotofos-
forilacién a 2,5°C.

En el extremo superior de cada curva de tiempo se indica la intensidad de luz
(hE.m-2.seg-1) a la cual se la realiza. En cada caso el intervalo representa la
amplitud maxima de la intensidad luminica a lo largo de la gradilla de incubacidn.
Las curvas estan desplazadas hacia arriba por razones de claridad. El asterisco
indica la interpretacion de la posicion del punto de quiebre. Las velocidades se
expresan en umol.ATP.mg Bchl=1.min-1. La concentracién de cromatéforos es equiva-
lente a 7 ug Bchi.ml-1, ‘

En el recuadro interno se grafica la velocidad de la primera (1inea punteada) y
sequnda (1Tnea entera) fases en funcién de la intensidad luminica (uE.m"2.seg-1).

La reaccidén que se desarrolla a 38-48 uE.m'z.seg_1 se mantiene rectilinea hasta el
min 14° luego su velocidad decae suavemente, de manera tal que a los 30 min esta

un 50% inhibida respecto de la del estado estacionario. Como en ese momento la con-
centracion de ATP acumulada es 220 uM, se propone que la pérdida de velocidad se de-
be a inhibicidn por producto, ver Fig. 5.Comparar con lo que sucede a altas intensi-

dades de luz (Fig. 3).
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Figura 15

Curvas de tiempo de la fotofosforilacion mediada por PMS 50 uM a 2,5°C en presen-
cia de distintas concentracliones del desacoplante FCCP.

La reaccidn se desencadena con el agregado de cromatéforos (almacenados congela-
dos y provenientes de células congeladas) en concentracidn equivalente a 10 ug
Bchl.ml-1. El asterisco indica la interpretacién del momento en que ocurre el 'qui
bre'' de la reaccion. Obsérvese cdmo pequefias concentraciones del desacoplante pro-
longan la primera fase de la reaccidn. Estos resultados son mostrados de otra ma-

nera en la Fig. 16 A.

Las velocidades se expresan en umol ATP.mg Bchl-1.min-1.
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Figura 16

Efecto del desacoplante FCCP sobre la velocidad inicial y el punto de ''quiebre'

de la reaccion de fotofosforilacion mediada por PMS 50 uM a 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 fotofosforilacidn. Los
cuadrados representan el tiempo de duracidon de la primera fase, o sea la posicidn,
en la escala del tiempo, del punto de ''quiebre''. Los simbolos vacios del grafico
A son la representacidon de los resultados de la Fig. 15. El resto de la informa-
cidén proviene de experimentos que fueron disefiados de igual manera que los mostra-
dos en la Fig. 15. Tanto en A como en B se usan cromat&foros congelados provenien-
tes de células congeladas.
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Figura 17

Efecto de un desacoplante (FCCP) sobre la reaccién de fotofosforilacién mediada
por PMS 50 uM (I1).

A - La reaccidn se estudia a 3°C y el pH es 8,7.

B - La reaccidon se estudia a 30°C y el pH es 8,0.

C - Representacidon de las velocidades de los estados estacionarios de las reaccio-
nes mostradas en Ay B en funcidn de la concentracidn de FCCP. Se indican las I
50% para las dos temperaturas (1 uM FCCP para 3°C y 0,68 uM FCCP para 30°C).

Se usa membrana no congelada almacenada durante 2 dias en hielo y preparada a par-

tir de células no congeladas. La concentracidn de cromatéforos es equivalente a
10 ug Bchl=1.ml-1,
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Eigura 18

Fotofosforilacidn en ausencia de PMS de una preparacidn ''cruda'’ de cromatéforos,

a 3°C y a 30°C. Efecto de una preiluminacidon en ausencia de ADP y PMS. Ver la le-
yenda en la p&g. 100.




Figura 18 (Leyenda)

Fotofosforilacion en ausencia de PMS de una preparacién ''cruda' de cromat&foros,

a 3°C y a 30°C. Efecto de una prefluminacion en ausencia de ADP y PMS.

El producto de la reaccion (ATP) se valora luego de un tratamiento con hexoquina-
sa y glucosa seguido por una hidrélisis dcida tal como se describe en''Materiales

y Métodos'' (11.10). .

Preparacion de las membranas: Se procedid como estad descripto en ''Materiales y Mé-
todos'' hasta completar el paso de centrifugacion a 17.000 g. Se tomaron cuidado-
samente los 2/3 superiores del sobrenadante y se los volvié a centrifugar de idén-
tica manera, para recuperar nuevamente los 2/3 superiores. Esta dltima fraccioén
resultd con una concentracidn de cromatéforos equivalente a 0,4 mg Bchl.ml=1,

La mitad del volumen original fue dializada contra el mismo''buffer de sonicacion'
durante 12 hs a 4°C con agitacidn magnética y en una relacidon de volimenes del

3%. La alfcuota restante se guardé en condiciones idénticas pero sin dializar.

En todas las reacciones la concentracion de cromatéforos fue equivalente a 12 ug
Bchl.ml-1. Las velocidades se expresan en umol ATP.mg Bchl-1.min"1.

A- Fotofosforilacién a 30°C llevada a cabo por la membrana ''cruda sin dializar'.

La reaccion se desencadena con el agregado de cromatdforos en una mezcla de foto-
fosforilacion sin PMS.

B- Fotofosforilacidn sin PMS llevada a cabo por la membrana ''cruda sin dializar'
luego de 5 min de preiluminacién a 30°C en ausencia de ADP y PMS. La preiluminacidn
se desencadena con el agregado de cromatéforos a una mezcla de fotofosforilacion
sin ADP y sin PMS. En el min 5° (sin apagar la luz) se agrega 2 mM ADP y se comien-
za el registro de la reaccidn que transcurre también a 30°C.

C- Como B, pero la preincubacidn se hace en oscuridad. En el min 5° se agrega 2

mM ADP y simul tdneamente se prende la luz, iniciandose también el registro de la
reaccion.

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 ATP acumulado durante el pretratamiento.
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Figura 19

Capacidad de fotofosforilacidn a 2,6°C y 30°C mediada por PMS 50 uM (condiciones
standard) de membranas recuperadas por ultracentrifugacion luego de haber sufri-
do, como preparacidn '‘cruda dializada'', pretratamientos de fotofosforilacidon a
baja temperatura (3°C) sin PMS o de preiluminacion a 30°C en ausencia de ADP exd-
geno y de PMS. Ver la leyenda en la pag. 102.
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Figura 19 (Leyenda)

Capacidad de fotofosforilacion a 2,6°C y 30°C mediada por PMS 50 uM (condiciones
standard) de membranas recuperadas por ultracentrifugacion Tuego de haber sufrido,
como preparacion ''cruda dializada', pretratamientos de fotofosforilacién a baja
temperatura (3°C) sin PMS o de preiluminacién a 30°C en ausencia de ADP exdgeno

y de PMS.

La preparacion ''cruda dializada' es la misma que la descripta en la Fig. 18. Se

la almacend 48 hs en hielo y oscuridad. Se indica en cada grafico la temperatura
de reaccion luego del pretratamiento.

Mo: La membrana ''cruda dializada' se preincubd en oscuridad durante 30 min a 3°C
en mezcla de reaccidon de fotofosforilacidn sin ADP y sin PMS.

M3°C 30': Se permitido que la membrana ''cruda dializada' fotofosforilase a 3°C duran-
te 30 min en condiciones standard, salvo por la ausencia de PMS.

M Preil 5': La membrana ''cruda dializada' se preiluminé a 30°C durante 5 min en
mezcla de reaccion de fotofosforilacion carente tanto de ADP como de PMS.

M Preil 5'; Osc 2' + PMS: lgual que M Preil 5' pero, inmediatamente luego de in-
terrumpir la luz, se agregé PMS 200 uM y se prosiguid la incubacidn en oscuridad

y a la misma temperatura durante 2 min mas.

En todos los casos se usaron vollimenes de reaccidn de 3 ml en los tubos de hemdli-
sis standard. La concentracién de cromatéforos fue equivalente a 12 ng Bchl.ml-1,
Luego de cualquiera de los cuatro pretratamientos se transfirieron los tubos al
hielo y oscuridad. E! volumen total de cada pretratamiento fue de 51 ml. Para re-
cuperar los cromatéforos, las mezclas de reaccidon se ultracentrifugaron (250.000 g
x 60 min, Rotor 60 Ti) a través de un ''colchén'' de sacarosa 20% (p/v) en 'buffer
de sonicacidn'. Se descartd el sobrenadante cuidadosamente y se resuspendid el
pellet en el '"buffer de sonicacidn''. Las diferentes membranas pretratadas y recu-
peradas se almacenaron temporariamente en hielo y el desarrollo de todo el experi-
ment? se hizo en el mismo dfa. Las velocidades se expresan en umol ATP. mg Bchl-1.
min




2’4
8- \\
6~ (-]
- r
c 4
- E %
] » 2_
= T 8
o F— " " " " PO " . PR PR T ’
@ ﬁ 74 76 78 80 a2 84 86 a8
3 g
- € ® 3°C
o a 12 o °
- = b o 9 19 FASE
a < o ° S o
z € oe-
a a L -c----n--__..___-! ........ ey 29 FASE
o6t
04-
!
| 0.2~
1
s R . N [ S oY | o'oL,_, P S S SR PO S S U S SR T
[ 2 3 s 6 7 [ 74 76 70 80 a2 84 a6 ae
MINUTO pH
Figura 20

Efecto del pH (7,4-8,9) sobre la fotofosforilacién mediada por el sistema TMPD
100 uM, Ascorbato 20 mM en aerobiosis.

Se usa buffer Tricina para todo el rango de pH.

A- Curso de la reaccidn a 3°C a tres pHs diferentes. Las curvas estdn desplazadas
hacia arriba por razones de claridad.

B- Velocidad de la primera y segunda fase de la fotofosforilacién a 3°C. En todos
los casos el ''quiebre'' de la reaccidn 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 fotofosforilacidén a 30°C. Tiempos de reaccién 15-30-45-60-75
seqg. Curso de la reaccidn: rectilineo en todos los casos.
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Figura 21

Capacidad de fotofosforilacién a 3°C, mediada por PMS 50 uM en condiciones stdn-
dard, de membranas recuperadas por ultracentrifugacidén lueqo de haber sufrido
pretratamientos de fotofosforilacidn a temperaturas bajas y altas, y de preilumi-
nacidén en presencia de PMS 50 uM en ausencia de ADP. Ver la leyenda en la pag.105.
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Figura 21 (Leyenda)

Capacidad de fotofosforilacién a 3°C, mediada por PMS 50 uM en condiciones stan-
dard, de membranas recuperadas por ultracentrifugacion luego de haber sufrido
pretratamientos de fotofosforilacion a temperaturas bajas y altas, y de preilu-
minacion en presencia de PMS 50 uM en ausencia de ADP.

En todos los casos, la concentracion de cromatoforos pretratados usados en las
mediciones es equivalente a 7 ug Bchl.ml-1.

Pretratamientos

Para dar origen a los diferentes tipos de membranas pretratadas, se usan croma-
téforos preparados tal como se describe en Materiales y Métodos (Moo). En todos
los]pretratamientos la concentracion de cromatdéforos es equivalente a 10 ug Bchl.
mi-1l,

Mo: Las membranas son preincubadas en mezcla de fotofosforilacidon standard en
oscuridad y en hielo durante 30 min (control).

M30°C 2': Las membranas sufren un pretratamiento de fotofosforilacién en condicio-
nes standard a 30°C durante 2'.

M3°C 20", M3°C 10', M3°C 20' y M3°C 30': Las membranas sufren un pretratamiento
de fotofosforilacidon en condiciones standard a 3°C durante 20 seg, 10 min, 20 min
y 30 min respectivamente.

MPreil 3': Las membranas son preiluminadas a 30°C durante 3 min en mezcla de fo-
tofosforilacion 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 iluminacidn se llevan a cabo en tubos de hemdlisis con-
teniendo cada uno 3 ml de mezcla de reaccidon mientras que el pretratamiento en
oscuridad (Mo) se hace en un recipiente Gnico. Para cada caso se pretratan croma-
t6foros en cantidad equivalente a 1,5 mg Bchl.

Recuperacién de las membranas pretratadas

Luego de la interrupcion del pretratamiento se mantienen los tubos en oscuridad

y en hielo durante aproximadamente 1 hora. Seguidamente las mezclas de reaccién
con los cromatdforos se ultracentrifugan a 60.000 RPM en un rotor 60 Ti durante
60 min a través de un colchén de sacarosa 20% (p/v) en buffer de sonicacidn. EIl
pellet se resuspende en el mismo buffer en una concentracién de 0,6 mg Bchl.ml-1,
Los cromatéforos asi recuperados son almacenados a -70°C durante 12 hs antes del
estudio de las reacciones.

En el recuadro interno se muestra el % de inhibicion de las velocidades inicia-
les de las reacciones de fotofosforilacién a 3°C que presentan las membranas re-
cuperadas luego del pretratamiento por fotofosforilacidén 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 informacién provista por la Fig. 8 sobre

el grado de inhibicién respecto de la velocidad inicial que presenta para cada
tiempo el curso de la reaccidén a 2,6°C. Dicha informacién estd representada por
triangulos vacios. Ademas se indica el resultado de una membrana M3°C 30" no mos-
trado en las curvas de tiempo.
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Figura 22

Capacidad de fotofosforilacion a 30°C, mediada por PMS 50 uM en condiciones stan-
dard, de membranas recuperadas por ultracentrifugacién luego de haber sufrido
pretratamientos de fotofosforilacién a temperaturas bajas y altas y de preilumi-
nacién en presencia de PMS 50 uM y en ausencia de ADP a 30°C.

Los diferentes tipos de membranas ensayadas 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 % de inhibicidn de las velocidades inicia-
les de las reacciones de fotofosforilacién a 30°C que presentan las membranas
recuperadas luego del pretratamiento por fotofosforilacidn 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 informacidn provista por la Fig. 8 sobre
el grado de inhibicion de la reaccion medida a 30°C luego de haber elevado brus-
camente la temperatura de la reaccidon que transcurria desde su desencadenamiento
a 2,6°C. Dicha informacidn estd representada por triangulos vacios. El circulo
vacio a los 10 min es el resultado de otro experimento similar.
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Efecto "'acumulativo' de los eventos que conducen a la inhibicién durante la fase
primera (no inhibida) de la fotofosforilaciéon a baja temperatura (3°C).

La reaccion de fotofosforilacion a 3°C en condiciones standard, se desarrolla du-
rante dos periodos de luz de duracidn variable, interrumpidos por 2 min de oscu-
ridad a la misma temperatura. El primer periodo se extiende desde el desencadena-
miento de la reaccidén por el agregado de cromatéforos, hasta la interrupcidn de

la luz. Dicho intervalo varia desde 10 seg hasta 2 min. La incubacidn prosigue

en oscuridad (sin hacerse mediciones) a la misma temperatura durante 2 min para
inmediatamente reiniciar la reaccidon prendiendo la luz y luego de 10 seg, recomen-
zar también el registro de la reaccidn por 2 a 4 min adicionales. La curva control
consta de un (nico perfodo de iluminacidén. Las restantes curvas de tiempo muestran
s6lo el registro del segundo periodo y estdn identificadas por el tiempo (en se-
gundos) de fotofosforilacidén en el primer perfodo.

Los valores se grafican en la escala de tiempo, conforme zl tiempo neto de foto-
fosforilacion (el primero mds el segundo perfodo), obviando el lapso de oscuri-
dad. Las curvas estan desplazadas hacia arriba por razones de claridad. Las velo-
cidades se expresan en pmol ATP.mg Bchl~!.min-1.
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Fiqura 24

Caracteristicas cinéticas aparentes de la reaccidon de fotofosforilacidn a 30°C
respecto de Pi (a ADP = 2 mM cte.) de las membranas cromatofdricas pretratadas
de diferentes maneras.

Las reacciones se ensayaron en mezcla de reaccidén standard a las que se les va-
rié sélo la concentracidn de Pi. La concentracidn de cromatéforos es equivalente
a 10 ug Bchl.mi~1,

La nomenclatura de las membranas, los pretratamientos, la recuperacidon de las
membranas pretratadas y su almacenamiento son los mismos que los indicados en

la Fig. 21.

Ver en la Tabla 2 wuna descripcion mas amplia de las caracteristicas de los ex-
perimentos presentados aca.
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L

[ V]

% | Membrana|Vmax|Inh. [Km ap. | ny [Temp. | Fig.|Cepa OBSERVACI ONES

w 3 (uM) n.m.| °C

1 Moo n.d.| — n.d. n.d. - -

con- Tiempos 10-20-30-40-50seg.Reac

cidon rectilinea en todo su cur

2 Mo 9,6 |trol |518 1,00 24 so. -
Tiempos 10-20-30-40-50seg.Reac

3 | m30°c 308,3 | 14 |s55 1,00 24 z;on rectilinea en todo su cur
Tiempos 15-30-45-60-90seg.Reac

L | M3°C 30'|4,4 | 54 [500 1,03 24 cién rectilTnea en todo su
curso.

Tiempos 10-20-30-40-50seg.

5 [MPreil &4 4,8 50 606 1,00 30 24 Reaccion rectilinea en todo su

curso.
W
Moo Tiempos 15-30-45-60-90seg.Sin
6 |endégeno 2,38 — 500 1,00 26 ""lag''. Reaccidn rectilinea en
(sin PMS) todo sy curso.
Moo +
7 |FCCP n.d.| — n.d. n.d. -
0,6 uM
Tiempos 10-20-30-40-50seqg.Apa-
Mo + rece un ''lag" de 20 seg en to-
8 FCCP 3,51 63 {525 1,00 26 da concentracién de Pi, luego
3 uM la reaccidn es rectilinea.

Tiempos 0-10-20-30-40seg. Sin
'""lag''. Reaccidn rectilinea en
9 Moo 1,37 — 460 1,00 | 2,5 4 todo su curso. Integracidn de
2 experimentos.

Tabla 2
Resumen de las caracteristicas cinéticas aparentes respecto de Pi a ADP 2 mM cte. para
membranas pretratadas de diversas maneras y medidas en distintas condiciones.

Salvo que se indique otra cosa las reacciones se llevan a cabo catalizadas por PMS 50 pM.
(n.m.) no se muestra. (n.d.) no se determind.

Salvo donde se indica, por falta de informacién no se pudo establecer la existencia de
un ''lag' o fase inicial de menor velocidad. Sin embargo, deberfa existir teniendo en
cuenta los resultados del estudio de saturacidn para ADP (Tabla 3).
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Figura 25
Caracteristicas cinéticas aparentes de la reaccidén de fotofosforilacién a 30°C respecto
de ADP (a Pi = 2 mM cte.) de las membranas cromatofdricas pretratadas de diferentes ma-
neras.

L a5 recacciones se ensayaron en mezcla de reaccidn standard a las que se les varid sélo la
concentracidn de ADP. La concentracién de cromatéforos es equivalente a 10 ug Bchl.m!-1.
La nomenclatura de las membranas, los pretratamientos, la recuperacidon de las membranas
pretratadas y su almacenamiento son los mismos que los indicados en la Fig. 21.

Ver en la Tabla 3 una descripcion mas amplia de las caracteristicas de los experimentos
presentados aca.

En el caso de Moo y M3°C 30' se presentan en conjunto los resultados de dos experimentos
similares, mientras que en el de MPreil 4' son tres los experimentos que se presentan in-
tegrados. Como las reacciones que muestran Mo y M30°C 3' son bifdsicas (ver el texto) se
presentan las caracteristicas de saturacidn de ambas fases identificandose cada una de
ellas por el intervalo de tiempo en segundos en que se manifiestano estudian. En ausen-
cia de ADP exbgeno la actividad es nula. I 2 mM es el porcentaje de inhibicién por sus-
trato a ADP 2 mM respecto de la Vmax.



Km |S0.5

) a @
a_ | Membrana | Vmax| Inh.| ap, |ap. |n E E]Fig. a OBSERVACIONES
=% 3 {GR LG | e 8
Tiempos 0-5-10-15-20-30seq. Sin''laqg"
1 8,77 — |32 32 1,05 25 | W Integraclén de dos experi%entos. s
Moo . "
1,0 Tiempos 10-15-20-25-30seg. Sin ''lag'.
2 23,3 — 30 30 o L1 |FR1 | PMS 200 uM. 9

3 3,52 12 11 1,00 25 Tiempos 0-5-10seg.Sin ''lag'. Reaccién
L |Mo 0m-10" 5.35| — (10 10 | 1,00 n.m. rectilinea en todo su curso.
5 5,10 9 9 |1,00 n.m.

, - Tiempos 10-15-20-25-30seg.Experimento
5 |Mo 10"-30'1 7,19 §$2, 19 18 (1,00 25 real 1zado en conjunto con el no. 3.

(-] .
7 23918”3' 4,39 — |15 15 |1,15 25 Tiempos 0-10 seg.
. Ii?@pos 10-15820-255eg.ReaEci6n.rec;
ilinea en todo su curso. Experimento
8 IM30°C 3' 8,201 o 15 15 1,15 30 125 (W en conjunto con el no. 7.
"Oll_25||

9 ]0' 3] 0 57 57 1 ,00 n.m. Tiempos ]5'30_'1'5"60‘90539.

Tiempos 0-5-10-15-20seg.Integracion
de 2 experimentos. Aparece un '‘lag"
10 | M3°C 30' |3,57 |50 — |14 |2,67 25 de 5-10seg en toda concentracidn de
ADP, luego la reaccidn es rectilinea.

Tiempos 0-5-10-15-20-30-45-60-90seg.
Integracion de 3 experimentos.Apare-

) . ce un '"'lag'" de 5-10 seq en toda con-
11 | MPreil 5'13,85 |46 (17 |17 [1,18 25 centraciad 4de,gp!0 seg

Ly 1,00 Tiempos 10-15-20-25-30-45seqg. Sin
12 Moo‘ 2,27| — 4k n.m. (n.m. 26 “lagR. Reaccidn rectilinea en todo
endogena 18 1,00 L1 FRy [sY curso.

13 | (sin PMS)[3 50 | — |18 n.m. |n.m.

Tiempos 0-10-20-30-40-50seg.Aparece

Moo + 1 1"
— un '"lag'" de 10seg en toda concentra-
14 | Fecp 5,13 18 ;8m 1,00 26 cion de ADP, luego la reaccién es
0,6 uM e pem rectilinea.

Tiempos 10-20-30-40-50seg.Aparece un

W ; .2
15 5,41 | 25 |69 69 |1,00 26 ''1ag'’ de 20seg en toda concentracién
Mo + Y O P, de ADP,luego la reaccidn esrectilinea
Fccp —
3 UM Tiempos 0-20-30-40seg.Aparece un''lag"

16 2,86 | 60 |29 29 |1,00 n.m. de 20seg en toda concentracidn de ADP
’ luego la reaccidn es rectilinea.

Tiempos 10-15-20-25-30seg.Sin"'lag""

15

17 o 12 [ — 115 |7, 12001 17 |4 PMS 200 uM.

B or [ Ju i o] || SRS R s

19 | Moo se| — [ [2ln [1r00] 17 [ ReSTBTSn Pelli 17ned 20°8a8 0y 200
enddégena

20 | Gnmlon [ = [0 1% [ s | Raorees, 'S0 80T 20080 8ip Lo

Tabla 3

Resumen de las caracteristicas cinéticas aparentes respecto de ADP a Pi 2 mM cte. 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 PMS 50 uM. En
los experimentos 1,2,6,9,11 y 17, a concentraciones de ADP menores de 30-50 uM, la reaccidn se
mantiene rectilinea sdlo durante los primeros 2-3 tiempos experimentales. (n.m.) no se muestra.
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Fiqura 26

Caracteristicas cinéticas aparentes respecto de Pi y ADP de la reaccidon de foto-
fosforilacion a 30°C cuando transcurre con baja velocidad al desarrollarse en
ausencia de mediadores redox exdgenos o cuando es catalizada por PMS pero estan-

do parcialmente desacoplada por FCCP.

En todos los casos la concentracién de cromatéforos es equivalente a 10 ug Bchl.mi™1,
La nomenclatura de las membranas es la misma que la indicada en la Fig. 21.

La reaccidn se ensaya en mezcla de reaccidn standard con PMS 50 uM salvo que se
indique lo contrario. Se varid la concentracion de ADP o de Pi, manteniendo el

otro sustrato con una concentracion de 2 mM.

En los dos casos en que se usa un desacoplante, se titulé previamente para lograr
aproximadamente un 50% de inhibicidn.

Ver otra determinacion de la Km aparente para ADP de una membrana Moo sin PMS

en la Fig. 41. En las Tablas 2 y 3 se dd una descripcion mids amplia de las carac-
teristicas de los experimentos presentados aca.
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Figura 27

Induccidn de la reaccidn de ATPasa de cromatSforos por un desacoplante (FCCP) a
varias concentraciones de ATP/Mg y para tres tipos de membranas

La temperatura es 30°C y la reaccion se desarrolla en oscuridad. Cada curva esta
identificada por la concentracion de ATP y de Mg, que son a su vez isomolares.Lla
concentracidén de cromatéforos es equivalente a 10 ug Bchl.ml-1 en los tres experi-
mentos. Los tiempos de reaccidn son 30-45-60-90-120 seg y en todos los casos, con
concentraciones mayores o iguales a 300 uM ATP/Mg,todo el curso de la reaccidn
es rectilineo (no se muestra). Para las concentraciones menores se deben estimar
las velocidades iniciales.

Moo- Los cromat&foros se preparan tal como se describe en ''Materiales y Métodos''.
Esta misma preparacion de cromatdforos se usa para dar origen a las membranas Mo
y M3°C 30°'.

Mo- Las membranas fueron preincubadas en mezcla de fotofosforilacion standard en
oscuridad y en hielo durante 30 min y luego fueron recuperadas por ultracentrifu-
gacién a través de un ''colchdn'' 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°C 30'- Las membranas fueron preincubadas en condiciones de fotofosforilacidn

a 3°C durante 30 min. Luego fueron recuperadas y almacenadas como en el caso de Mo.
Ver la representacién 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 ultracentrifugacidén, muestran una concentracidn de
FCCP 6ptima menor. ii) En cualquiera de los tres casos, a concentraciones menores
de ATP/Mg, en general, también son menores las concentraciones de FCCP Gptimas
para la induccidn de la actividad. iii) Parece detectarse un leve corrimiento ha-
cia concentraciones de FCCP menores para estimular la maxima actividad en M3°C
30' respecto de Mo.
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Figura 28 .

Comportamiento cinético aparente respecto de ATP/Mg de la reaccidn de hidrolisis
de ATP a 30°C, constitutiva e inducida por concentraciones Optimas de desacoplan-
te (FCCP), de membranas control (Moo y Mo) y de una membrana pretratada por foto-
fosforilacion a baja temperatura (M3°C 30').

La informacidén presentada aca proviene del mismo experimento del cual se muestra
parte en la Fig. 27.

Los valores maximos de la actividad inducida por desacoplante para las concentra-
ciones de ATP/Mg estudiadas en la Fig. 27 son los usados para la representacion

de "inversas''. Para las dem3s concentraciones de ATP/Mg las concentraciones de

FCCP usadas son elegidas en funcidn de las concentraciones Sptimas determinadas
para las otras mencionadas condiciones de ATP/Mg. Asi para las concentraciones

de ATP/Mg 0,118 mM; 0,166 mM; 0,333 mM y 1,000 mM se usan respectivamente las
concentraciones de FCCP: 0,7 uM; 0,7 uM; 0,8 uM y 1,0 uM para Mo y 0,4 uM; 0,4

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 reaccién de Moo y Mo, inducida o no por FCCP, es hiper-
bélico. En cambio, el de M3°C 30' tiene para ambos tipos de reaccidén un nH=1,2 -
1,7. Todas las demads caracteristicas se reprodujeron siempre con esencialmente los
mismos valores mostrados en esta Figura, con la salvedad de que en Moo la Km de la
reaccidn inducida puede ser diferente (doble o triple)que la de la constitutiva.
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Hidrélisis de ATP constitutiva y su induccidn por un desacoplante (FCCP) en mem-
branas pretratadas por preiluminacion a 30°C en ausencia de sustratos de fotofos-
forilacion y en presencia de 50 yM PMS. Ver la leyenda en la pag.116.
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Figura 29 (Leyenda)

Hidrélisis de ATP constitutiva y su induccién por un desacoplante (FCCP) en mem-
branas pretratadas por preiluminacion a 30°C en ausencia de sustratos de fotofos-
forilacion y en presencia de 50 uM PMS.

La intensidad de la luz durante la preiluminacién es 600 uE.m-z.seg'l.

A- Los cromatdforos se preiluminan durante 4 min en una mezcla de reaccién de ATPasa
carente de ATP y suplementada con PMS 50 .M. Se usa la membrana descripta en 'Ma-
teriales y Métodos'' (Moo) y en concentraciones equivalentes a 13 ug Bchl.ml-1,
Inmediatamente luego de apagar la luz, se completa la mezcla de reaccién con 2

mM ATP y con las concentraciones de FCCP indicadas en el grafico. La reaccién de
hidrélisis se desarrolla en oscuridad y se la registra tomando muestras (duplica-
das) a los 1-2-3-4-5 min. El control se trata exactamente de la misma manera pe-
ro la preincubacion se hace en oscuridad.

Una reaccidon de fotofosforilacidén, desarrollada en un ensayo paralelo inmediata-
mente luego del pretratamiento y desencadenada por el agregado de ADP y 32Pi en
concentraciones standard, muestra que la membrana preiluminada estd inhibida en
un 65% respecto de la preincubada en oscuridad (no se muestra).

B~ La capacidad de hidrélisis de ATP se estudia en membranas que fueron pretradas
y luego recuperadas por ultracentrifugacidén a través de un ''colchdn' de sacarosa.
La mezcla de preincubacidon es la misma que en A.

La concentracidn de cromatéforos en el pretratamiento y en la posterior reaccion
de ATPasa es equivalente a 12 pg Bchl.ml-1.

La reaccidn de hidrdlisis se ensaya en oscuridad en una mezcla de ATPasa standard
y con las concentraciones de FCCP indicadas en el grafico. Los tiempos de reaccidn
son 1-2-3-4 min y las muestras se toman por duplicado. En todos los casos, todo

el curso de reaccidn es rectilineo.

Mo- Las membranas fueron preincubadas 30 min en hielo y en oscuridad.

M Preil- Las membranas fueron preiluminadas 4 min a 30°C e inmediatamente, se trans-
firieron los tubos al hielo en oscuridad. Luego de finalizado el procesamiento

de todas las alicuotas preiluminadas (ca. 1 h), se ultracentrifugaron los croma-
toforos en un rotor Beckman R 30 a 30.000 RPM durante 90 min.

Todo el procedimiento de recuperacidon de los cromatéforos 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 los graficos de Arrhenius de las actividades de ATPasa y de fotofos-
forilacion en cromatéforos *

V.1 Introduccidn

La informacidén bibliografica indica que en Rhodospirillum rubrum y Rhodopseudomo-

nas sphaeroides existe una discontinuidad en la pendiente del grafico de Arrhenius

de la actividad H"-ATPasa constitutiva de los cromatéforos. Este ''quiebre'' fue expli-
cado como un reflejo de la posible existencia de una transicion de fase termotrdpica
de "1ipidos anulares'' que rodearian al factor de acoplamiento (161,162).

Las discontinuidades de la pendiente en los graficos de Arrhenius de las activi-
dades enzimdticas de membrana indican, algunas veces, cambios en el estado ordenado
o desordenado de los lipidos de membrana con accién sobre la actividad de la enzima
( 163 ). Pero también algunos otros fendémenos no relacionados con las transiciones
de fase de los lipidos ( 83,89,164,165 ), como asi también artificios ( 83,85)
pueden causar dichas discontinuidades. En efecto, se debe asegurar un estricto control
de las condiciones de reaccién para que, a cada temperatura, se logre un mismo gra-
do de optimizacion de la actividad.

El hecho de que una disminucidn de la temperatura produce un cambio drastico en
la reaccidén 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 s$istema transductor de energia de
esta bacteria, contemplando la posibilidad de que las propiedades de fase de los Ii-
pidos pudieran tener influencia sobre dichas reacciones, tal como fue sugerido por
otros autores (161,162).

Para estudiar correctamente la dependencia de la temperatura y construir asi los
graficos de Arrhenius para el calculode las energfas de activacion, se establecieron
previamente para cada reaccidn y a dos temperaturas extremas, las condiciones Sptimas

de pH y de concentracion de algunos factores importantes que en ellas participan.
Nishimura (166), en un estudio preliminar, determiné en R. rubrum la dependencia

de la temperatura de la fotofosforilacién endégena y de la mediada por PMS y conclu-

O que''... la baja velocidad de reaccidén a baja temperatura con iluminacion continua
Y J

es el resultado de la baja velocidad de un ''proceso de oscuridad'', probablemente el

transporte de electrones''.

Parte de estas investigaciones fueron realizadas en colaboracidn con la Lic. E.H.
Tiraboschi.
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IV.2 Estudio del grafico de Arrhenius de la actividad ATPasica constitutiva e indu-
cida por el desacoplante FCCP en cromatoforos.

Respecto de los factores que es necesario optimizar para el estudio del grafico
de Arrhenius de la actividad de ATPasa se hicieron los siquientes 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 maxima actividad en cualquiera de las condicio-
nes probadas.

Por otra parte, la Fig. 31 muestra que la concentracidon Sptima de FCCP para es-
timular la ATPasa es levemente mayor a alta temperatura que a baja. También, y para
todas las temperaturas, se observa un incipiente decaimiento de la induccidén a concen-
traciones altas, ver discusion en pag. 18 . Como causa de la dependencia de la concen-
tracion de FCCP pptima respecto de la temperatura, se podria postular que, dada la
mayor actividad de la ATPasa a alta temperatura, es mayor la concentracidn de desa-
coplante necesaria para lograr un nivel de energia (Sptimo) que permita mdxima acti-
vidad, ver Introduccidon. Al mismo tiempo o alternativamente, se pueden considerar
fendmenos estructurales inducidos por la temperatura (como, por ejemplo, permeabili-
dad a los protones o difusibilidad del FCCP dentro de la membrana) que provoquen la
diferencia en la concentracidén Sptima de desacoplante,

La Fig. 32 muestra el grafico de Arrhenius del sistema ATPasa de membrana en con-
diciones aerdbicas y en oscuridad. Se observa que no hay discontinuidades en la pen-
diente del grafico de Arrhenius de la actividad constitutiva (recta a). Tampoco las
hay cuando la reaccién se induce con concentraciones 6ptimas del desacoplante FCCP.
En este sentido, y con la informacion de 1a Fig. 31, se eligieron dos rangos de tem-
peratura en los que se usaron dos concentraciones diferentes de FCCP, tal como se
indica en la Fig. 32 b.

Circunstancialmente, los estudios se hicieron a pH 8,0 en todas las temperaturas
y condiciones, a pesar de que el limite superior de pHs Gptimos para todas las con-
diciones, es en general algo menor. En estos experimentos no se han estudiado los efec-
tos del buffer, ni los del capién, ni tampoco la saturacion por ATP. Aunque respecto
a esto Ultimo, considerando la Tabla 4 y el hecho de que la ''curva de tiempo' de la
reaccién es rectilinea a todas las temperaturas estudiadas hasta por lo menos trans-
formarse un 40% del sustrato original (2 mM), se puede concluir que el grado de sa-
turacion de la enzima debidé haber sido similar y alto a todas las temperatura§i De
cualquier manera, los resultados encontrados sugieren que no se han cometido errores
importantes en la optimizacion relativa de la reaccién a cada temperatura en virtud
del comportamiento lineal del grafico de Arrhenius. Sin embargo, ain se puede contem-

plar la posibilidad de que ocurra alguno de los comportamientos rectos artificiales

(*) Obsérvese la seme janza de los valores de Km presentados en la Tabla 4 respecto de

los obtenidos en esta Tesis a 30°C (Fig. 28).
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discutidos en |. 5.5,

Estos resultados estdn en contradiccidn con los de Kaiser y Oelze (161,162)
en los cuales se muestra una discontinuidad en la pendiente del grafico de Arrhenius
de la actividad de ATPasa de membrana no 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 4 . La expli-
cacion de esta discrepancia yace, segln nuestros experimentos, en el comportamiento
cinético complejo que tiene la ATPasa (en especial a bajas temperaturas) y que con-
siste en que la reaccidn entra en estado estacionario sdlo luego de tiempos variables.

A temperaturas mayores, este comportamiento es menos evidente, ver Capitulo V y Fig.

44, En efecto, Kaiser y Oelze han medido la reaccion a un tiempo fijo que fue dife-
rente segin la temperatura (mayor cuanto m3s baja). Para ello preseleccionaron aque-
llos tiempos que proveian velocidades ''constantes'' en grificos de velocidad aparente
en funcion del tiempo ( 161 ). Dichos autores, al realizar esa preseleccidn, reco-
nocieron que la velocidad de la reaccidon, 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
teérico pues el grafico de velocidad aparente vs. tiempo, sGlo puede dar en un caso
de fase pre-estado estacionario de duracidn considerable, un valor de velocidad real
asintético. La virtual estabilizacion de la velocidad aparente en un valor constan-
te podria ser originada por valores de la reaccidn que entran dentro del error del
método (enzimoldgico-espectrofotométrico), tal como se puede ver en la Fig. 33. EI
error no es despreciable y segin esta Tesis origina un ''quiebre'' aparente en el gra-
fico de Arrhenius. Este ''quiebre'' es potenciado, ademads, si no se controla adecuada-

mente el pH a cada temperatura, en especial si se usa buffer Tris.

Por otra parte, usando concentraciones 6ptimas de FCCP disminuye considerablemen-
te la fase pre-estado estacionario (ver Capitulo V), de manera que si se midiese la
reaccidén inducida por desacoplante usando un sélo tiempo no se cometerian errores
importantes. De la misma manera, el error de una extrapolacidon a tiempo cero de la
actividad constitutiva a temperaturas altas es menos importante. En efecto, hay una
mejor correlacion entre nuestros resultados y los de Kaiser y Oelze a temperaturas

por encima de la del ''quiebre'' presentado por ellos, comparar las Tablas 5 y 4 res-

pectivamente.

Por otro lado, si con la informacion disponible en esta Tesis se estima la velo-
cidad con el mismo criterio que lo hicieron Kaiser y Oelze, el grafico 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 gra-
ficos de Arrhenius con comportamiento lineal y con una energfa de activacién si-
milar a las mostradas aca.

La reaccidn que es mas sensible a una desoptimizacién diferencial de las con-
diciones experimentales es la inducida por FCCP. En efecto, la Fig. 30 muestra
que si el pH es algo superior a 8,0, la reaccidén 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-CIH ajustado a pH 8,0 a tempe-
ratura ambiente, y se lo utiliza luego a baja temperatura en la medicion de la
reaccién, pues el pH del buffer sube al bajar la temperatura.

Es interesante sefalar que este buffer es uno de los que varian mas su pH
RGN

Es por eso que en los graficos de Arrhenius en los cuales no se controld el

con la temperatura: -0,03 UpH.°C

pH ni se utilizé una concentracidn Sptima de FCCP a cada temperatura (tal como
se discutié mas arriba), se observan quiebres hacia abajo en el caso de la reacciédn
inducida por FCCP, pero no en la constitutiva. Ese ''quiebre'' puede ser ''corregido'’,

con los mismos datos experimentales, usando la informacién de las Figs. 30 y 31.

Por otro lado, hay evidencias preliminares que indican que el uso de una re-
lacion 7 mM ATP/1 mM Mg*2 en lugar de la standard (2 mM/2 mM), no modifica signi-
ficativamente la Ea de la actividad constitutiva, ver Tabla 5.

En la Tabla 5 quedan resumidos los resultados de los diversos experimentos
realizados.

Es interesante sefalar que en los experimentos llevados a cabo con diferentes
preparaciones de membrana, aunque la Ea es relativamente invariante, se presenta
alguna diferencia en la '"'ordenada al origen'' de la representacidén de Arrhenius,
especialmente en la actividad constitutiva. Esto es el reflejo de los distintos
grados de induccidon de la actividad por desacoplante, tal como se indica en la
Tabla 5., y puede ser explicado proponiendo que las diferentes preparaciones de
membrana tienen per se distintos grados de desacople.

Como primera conclusidn y en relacidn con los antecedentes bibliograficos
y la hipGtesis general de trabajo, con estos resultados queda descartado que ha-
ya cambios termotrdpicos en la actividad de la H'-ATPasa unida a membrana refleja-
bles en un grafico de Arrhenius.

Como la hipétesis que condujo estas investigaciones giraba alrededor de la
posible existencia de una interaccidn entre lipidos y proteinas en el funcionamien-
to de la H'-ATPasa de la membrana cromatoférica, detectable en un grafico de Arrhe-

nius, se prestd una atencidn especial a la "historia' previa de los cromatéforos.



A tal efecto se compararon los graficos de Arrhenius de la reaccion catalizada por
cromatéforos que fueron almacenados a -70°C con los que lo fueron en hielo y también
con cromatéforos que fueron preparados con células recién cosechadas (sin cogelamien-
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 sistemi-
tica.

En efecto, se puede sospechar que las actividades enzimaticas de membrana su-
fran modificaciones irreversibles en sus propiedades cinéticas, si los cromatéfo-
ros son pretratados con muy bajas temperaturas (comportamiento histerético respec-
to de la temperatura); en relacién con esta hipdtesis véase ( 161,166).

En estos experimentos no se han encontrado diferencias significativas, provo-
cadas por los pretratamientos de temperatura sefialados arriba, ni para la actividad
constitutiva ni para la inducida. Tampoco hay diferencias entre las cepas FR1 y

W de R. rubrum (Tabla 5).

Un nivel Sptimo de induccidn de la reaccidon por desacoplante s6lo cambia el
factor no exponencial de la ecuacidn de Arrhenius (ordenada al origen de la repre-
sentacidn), ver Fig. 32. Esto sugiere que, como la Ea no cambia, el paso cataliti-
co que limita la reaccion global en los sistemas constitutivo e inducido es el mis-
mo y no varia en el rango de temperatura probado.

A su vez, la modificacién de 1a velocidad (una estimulacidn maxima, con la
concentracidn elegida de desacoplante) podria ser el resultado de una disminucién
en la concentracidén de protones que ejerceria su efecto a través de la Ley de Accion
de Masas*,frenando la reaccion. Sin embargo, no se puede descartar alguna accién
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 reaccidn constitutiva, ver Introduccién y Figs. 31, 27 y 56. Lamentable-

mente, aqui no se estudid el grafico de Arrhenius de la reaccidn de hidrdlisis de
ATP inhibida por concentraciones saturantes de FCCP a todas las temperaturas.

Con la primera hipbtesis y sobre la base de la Teoria de Colisiones, no es necesa-
rio postular ningdn cambio en las constantes que representan tanto la frecuencia

de colision como la orientacion de las moléculas colisionantes que participan en

el paso limitante, tal como lo indicaria un cambio (aumento) del factor no exponen-
cial, ver Introduccién (1.5.2). En efecto, el aumento de la velocidad podria ser
sélo la consecuencia de la disminucidn de la retropresidn de protones que induce

la reaccidn inversa (sintesis de ATP).

(*) Aqui se toma a la Ley de Accidn de Masas con un criterio amplio que abarca tanto
el componente quimico como el eléctrico.
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IV.3 Estudio de los graficos de Arrhenius de la actividad de fotofosforilacidn en-
dégena (en ausencia de mediadores del transporte de electrones).

Para optimizar las condiciones de reaccidn se estudid el efecto del pH sobre
la fotofosforilacion endégena a dos temperaturas extremas (Fig. 34). En todos los
casos el pH = 8,0 provee maxima actividad.

La Fig. 35 a y b muestra el grafico de Arrhenius de la actividad enddgena en

aerobiosis y anaerobiosis. En condiciones aerébicas se encuentran dos tipos de com-
portamiento.

En algunos experimentos, con membranas ''frescas'' (midiendo 24 hs después de
su preparacidn) se detecta un sdlo punto de '‘quiebre'' localizado ca. 8-15°C (Fig.
35 a, representacidn 1). El envejecimiento de esta misma preparacidn (2 a 3 dfas
en oscuridad y en hielo) da lugar a una membrana que 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 membrana recién obtenidas
(Fig. 35 a, representacién I1).

La disminucidén de la energia de activacidn 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 mas abajo.

En general y tal como se indicd arriba, el patrén del grafico de Arrhenius
de la fotofosforilacion endégena, parece cambiar y la actividad inhibirse de mane-
ra continua con el tiempo desde su preparacion (no se muestra),sugiriendo una mo-
dificacién paulatina de los factores que gobiernan el transporte de electrones.

En efecto, la actividad de la misma preparacidn envejecida, pero catalizada por
PMS 50 uM a 30°C tiene una velocidad similar a la de la preparacidn nueva, ensa-
yada en iguales condiciones (no se muestra), lo que indica que, de manera global,
no hay dafios a nivel del factor de acoplamiento ni tampoco a nivel de la conserva-
cion de la energia.

Se acepta generalmente que un cambio de la pendiente indica que es otro paso
el 1i itante de la reaccidén 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 endégeno
dentro de esé rango de temperaturas. En efecto, la adicién de concentraciones ca-
taliticas de PMS aumenta considerablemente (unas 10 veces) la actividad de sinte-

sis de ATP. Por lo tanto, al medir la fotofosforilacidén endégena, el paso limitante



que se detecta es otro, muy probablemente el transporte de electrones.

Si eso fuera asi, se puede proponer en un primer modelo, que en los rangos

de temperaturas de 8-15°C a 2°C en algunos casos (Fis. 35 a, representacién |)

o de 20°C a 10°C y de 6°C a 2°C, en algunos otros (Fig. 35 a, representacidn 11),
se estd detectando un mecanismo de transporte de electrones que tendria una alta
eficiencia, dada la muy baja energia de activacidon. A su vez, los rangos de alta
energia de activacidn aparente podrian estar reflejando alguna transformacion del
sistema de transporte de electrones, de manera tal que las velocidades resultan-
tes medidas sean diferentes. Este cambio seria continuo, pero ocurriria s6lo den-
tro de algunos rangos de temperatura. Dicha transformacidon originaria dnicamente
un cambio reflejable en el factor no exponencial y no cambiaria la energia de ac-
tivacién, que seria para todas las temperaturas similar y muy baja. En términos
de la Teoria de las Colisiones, lo que podria cambiar (optimizdndose) de manera
continua al elevar la temperatura en los intervalos sefalados, seria la orienta-
cion de las moléculas colisionantes que participan en el paso limitante.

Obviamente existe otra posibilidad. El segundo modelo difiere del primero sé-

lo en la interpretacion de las ''ramas'' de alta energia de activacidn aparente.

En efecto, en este modelo igual que en el primero, en las zonas de baja energia

de actlivacion, la transferencia de electrones es menos dependiente de la tempera-
tura y por lo tanto conformaria un mecanismo de transporte de electrones de alta
eficiencia. Las zonas de energia de activacidén alta, serfan interpretadas por es-
te modelo como la manifestacidén de la operacion de un mecanismo de transporte elec-
trénico diferente (menos eficiente).

Siguiendo con el segundo modelo, ndtese que a baja temperatura, en la Fig.

35 a, representacion |, o para cada transicién ''alta a baja' Ea, como se muestra
en la Fig. 35 a, representacién 11, el factor no exponencial disminuye. Esto sig-

nificarTa, en base a la Teoria de las Colisiones, que tal vez, la orientacidn de
las moléculas colisionantes (transportadores redox) est3 obstaculizando el trans-
porte de electrones. Sin embargo, un contacto de los transportadores cuando estéan
con la orientacidn correcta, conduciria a una transferencia de electrones de una
manera mas eficiente que a temperaturas mayores donde habria un cambio de entalpia

de activacién mayor, ver Introduccién (1.5.2). A su vez, en el primer modelo, la

desoptimizacidén en la orientacidn de las moléculas colisionantes (disminucidn del
factor no exponencial) también sucederia al disminuir la temperatura pero de ma-

nera continua en ciertos intervalos, a diferencia del sequndo modelo donde sélo

ocurriria en los puntos de ''quiebre''.

De manera alternativa o simultdneamente, el hecho de que en los intervalos
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de temperatura donde, adn habiendo caido el valor de Ea a niveles muy bajos, la
velocidad de la reaccidn 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 dras-
tico en las caracteristicas de la membrana impone una nueva distribucidn energé-
tica de las moléculas reaccionantes. Esto ocurriria a través de una disminucidn

del nimero de aquellas moléculas con energia suficiente para reaccionar. Esta (-
tima propuesta es totalmente compatible con la disminucidon observada en la ener-
gfa de activacién. De manera andloga a esto,se han propuesto modelos ( 168 ) en los
que el transporte electrénico puede ocurrir por difusién al azar de los transpor-
tadores de electrones, pero donde se pueden lograr velocidades ''microscépicas'
mayores mediante la formacion de complejos transitorios entre los pares redox apro-
piados. Asi, en los experimentos presentados aqui, s6lo dichas formas podrian reac-
cionar a baja temperatura, aumentando la eficiencia de la transferencia de elec-
trones pero al mismo tiempo disminuyendo el nimero de moléculas capaces de entrar
en este estado, dando cuenta asi de las velocidades menores medidas. Esta situacidn
podria surgir de modificaciones estructurales y/o restricciones provocadas por

la baja temperatura.

El segundo modelo presupone la restriccion de que, tal como se menciond antes,

la transicidén desde zonas de alta a baja Ea (o viceversa) ocurre de una manera

en la que una modificacidén, tanto del término exponencial como del no exponencial
de la ecuacion de Arrhenius, permita la existencia de puntos comunes que estarian
determinados por ambos hipotéticos mecanismos de transporte electrdnico. Sin em-
bargo, esto resultaria una coincidencia llamativa, porque el supuesto en el que

se basa, es sdlo 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 adopcidn de cualquier valor de Ea y/o del
factor no exponencial.

Desde otro punto de vista, la baja energia de activacidon detectada sugerirfi
que el paso limitante podria ser un fendmeno de indole fisica ( 80).

Es interesante notar que en condiciones anaerdbicas hay una modificacidn sus-
tancial del grafico de Arrhenius el que estd caracterizado por tener un ''quiebre'
hacia abajo a los 12°C y por la ausencia de zonas de muy baja energia de activacidn
(Fig. 35 b). Sin embargo, para considerar esta informacién, se debe tener en cuen-
ta que no se estudic el pH optimo para temperaturas altas y bajas sino que se usd
un pH = 8,0, que es el Gptimo para las temperaturas extremas en el sistema end&-
geno aerdébico. Tampoco se estudidé una eventual influencia directa de las enzimas

glucosa oxidasa y catalasa sobre el sistema de transporte electronico endbgeno.



Este resultado (controles adecuados mediante) podria constituirse en otra prueba
de que es realmente el transporte electrénico el paso limitante medido, dado que
la interpretacion inmediata del efecto de la presencia o ausencia de oxigeno serfia
a nivel del potencial redox de la mezcla de reaccién modificando el estado redox

de los constituyentes del! sistema de transporte de electrones, ver por ej.(169)-

IV.4 Estudio de los graficos de Arrhenius de las actividades de fotofosforilacion
mediada por agentes redox exdgenos: PMS y TMPD.

En las Figs. 12 y 13 se estudia el efecto del pH sobre la fotofosforilacién

catalizada por PMS a diferentes temperaturas. Por debajo de 18°C, el pH optimo
es 8,7, mientras que a 30°C es 8,0.

En tas Figs. 10 y 11 se observa que la saturacidn de la fotofosforilacién por

PMS se alcanza a concentraciones mayores a temperaturas mas altas, ver discusion
mas abajo.

A diferencia de lo observado para la reaccion endégena, el grafico de Arrhenuis
de la fotofosforilacion catalizada por PMS 200 uM en condiciones aerdbicas es 1i-
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-

cion (no inhibida), ver el Capitulo Iil.

El comportamiento parece ser independiente de la cepa usada. Sin embargo hay
diferencias segin los cromatéforos y/o las células de las cuales provienen hayan
sido congelados (-70°C, 2-60 dias) o no (preparacion de los cromatéforos inmedia-
tamente luego de cosechadas las células y mantenidos luego en hielo 0-48 hs), ver
Tabla 6. Con este Gltimo tipo de cromatéforos, se obtiene un ‘''quiebre'' hacia abajo
en el grafico de Arrhenius entre los 10 y 20°C si se usa PMS 50 uM para todo el
rango de temperatura. Esto se evita si se eleva la concentracién de PMS a 200 uM,
tal como ya se mostré en la Fig. 36. Sin embargo, con cromatéforos y/o células con-
geladas el grafico de Arrhenius, a0n medido con PMS 50 uM, es recto en toda su
extensiéon (3-38°C).

La explicacion del comportamiento de los cromatdéforos ''no congelados'' es que
PMS 50 uM no es saturante para altas temperaturas aunque si lo es para las bajas

(Figs. 10 y 11). En efecto, con esa informacidn acerca del grado de saturacién

se pudieron rectificar los graficos que presentaban ”quiebre”? Cabe sefialar ademds,
que en los experimentos con PMS 50 uM, la Ea de la rama de baja temperatura es
algo mayor que la encontrada con los cromatéforos ''congelados'', aunque no se dis-
pone de una explicacidn obvia para este comportamiento.

En el caso de los cromatéforos ''congelados'', una razén posible es que el pro-

ceso de congelamiento, ya sea sblo de las células como también de los cromatdforos

(*) Un quiebre similar al-artificial encontrado acd 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 uM sea saturante para todo el rango de temperaturas; esta hipdtesis no fue es-
pecificamente contrastada, nétese que las curvas de saturacidn mostradas en las

Figs. 10 y 11 fueron hechas con membranas ''no congeladas''. Sin embargo, la propues-

ta es coherente con la forma recta del grafico de Arrhenius y con la conclusién

del Capitulo 11l en el sentido de que, por lo menos a baja temperatura, el paso

limitante en la sintesis de ATP es la disipacion de energia a nivel del factor

de acoplamiento, dado que, tal como ya fue tratado en el Capitulo I1ll, el 'quie-

bre' del curso de la reacci6n a baja temperatura ocurre independientemente de que
los cromatéforos hayan sido congelados o no.

Sin embargo, los experimentos realizados con cromatéforos ''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 maxima
velocidad de sintesis de AfP. En efecto, si el proceso de inhibicion estudiado
a baja temperatura depende sGlo de la existencia de una ''sobreenergizacién', en-
tonces también deberia manifestarse a altas temperaturas siempre que se lograra
establecer a dicha alta temperatura condiciones similares de desbalance entre la
velocidad de acumulacidon de energia (gradiente electroquimico de H) y la de disi-
pacion a través de la sintesis de ATP a nivel del factor de acoplamiento. Pero
esto no es lo que ocurre, ya que la reaccidn de fotofosforilacién transcurre sin
aparecer ninguna inhibicidén en su curso, por lo menos hasta 3-4 min.Asi se podria
postular que el nivel de energia mantenido por el transporte de electrones serfia
justo el necesario, o s6lo levemente superior, como para mantener una velocidad
de fotofosforilacion maxima a esa alta temperatura.

De manera andloga a la discutida para la reaccion de ATPasa, no parece haber
un error de desoptimizacidén diferencial de la reaccidn, dada la linealidad de la
representacion de Arrhenius. Sin embargo, también se debe considerar la posibili-
dad de un proceso de rectificacion artificial de un grafico de Arrhenius intrin-
secamente ''quebrado'' hacia arriba que surja de desoptimizaciones de uno o mas fac-

tores independientes a diferentes temperaturas extremas, ver Introduccién (1.5.5)

No se puede asegurar que, en las condiciones de la Fig. 36, el paso limitan-
te sea, a todas las temperaturas, la disipacidén de energia por el factor de aco-
plamiento al sintetizar ATP. Sin embargo asi quedd propuesto en el caso de tem-

peraturas bajas para explicar los resultados del Capitulo Ill. En su apoyo se

debe sefialar que usando cromatéforos no congelados la reaccidon esta 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 reaccidn estd saturada respecto.
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intensidad de luz (Fig. 14). Sin embargo, para las altas temperaturas sélo

se tiene la evidencia indirecta que se presenta a continuacion.

1

2)

Considerando que la radiacion es perpendicular a los tubos de ensayo (co-
limada) y usando para la suspension de cromatdforos el coeficiente de
extincidn para bacterioclorofila en membrana EmM (880 rm; 1 cm) = 140 y
un peso molecular de la bacterioclorofila de 1000 (113) se puede calcular
que la transmitancia en la mitad (eje) del tubo de eisayo (5 mm) es 85,1%
para una concentracion de cromatéforos equivalente a 1 ug Bchl.ml-l y 20%
para 10 ug Bchl.ml-]. Por lo tanto, usando 1 ug Bchl.ml—], tal como se
hace en la Fig. 36, a alta temperatura hay una intensidad de luz 4 veces
mas intensa que la que ya es ampliamente saturante a bajas temperaturas
cuando se usan 10 ug Bchl.ml ! (Fig. 14). Esta informacidn y el hecho de
que el grafico de Arrhenius es recto sugieren que, en efecto, la intensi-
dad de luz es saturante para todas las temperaturas.

Por otro lado, se observa en la Fig. 37 que cuando se utiliza 1 ug Bchl.
m y PMS saturante (200 uM), adn 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 absorcion de los cromatéforos, ver Fig. 9) se tiene un curso de reac-
cién 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 fotodescomposicién del PMS (ver Capitulo 111)
sobre la reaccion de fotofosforilacién y corrobora que a bajas tempera-
turas el sistema estd saturado de luz.

Cabe sefalar que usando cromatéforos provenientes de células congeladas,
en concentracioén 10 ng Bchl.ml_1 e iluminando con luz blanca se obtienen
para todas las temperaturas las mismas velocidades que en la Fig. 36 vy
por lo tanto la misma energia de activacion (experimento N°8 de la Tabla

6).

Como hipétesis altemativa, se podria peroponer como paso limitante a algudn

tramo

del transporte de electrones existente en presencia del ''bypass'' estable-

cido por el PMS.

Si se acepta que es la sintesis de ATP el paso limitante medido, puede ser

deducido, tal como lo fue para la reaccion de hidrélisis, que no hay transicio-

nes de fase termotrdpicas que afecten la reaccidn de sintesis de ATP a nivel del

factor de acoplamiento. De cualquier manera,no las habria tampoco a otro nivel.

También se estudid el efecto de la temperatura sobre la fotofosforilacién me-

diada por el agente redox TMPD que transporta sélo electrones (169).
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En la Fig. 38 se estudia el efecto de! pH en condiciones aerdbicas y anaeré-
bicas a dos temperaturas extremas, sobre la fotofosforilacién catalizada por TMPD.
De manera si ilar a la encontrada con PMS, la concentracién que provee el 50%
de la velocidad maxima de fotofosforilacién, es mayor a temperatura alta que a ba-

ja (Fig. 39). La Fig. 40A sugiere que el grafico de Arrhenius de la fotofosforila-

cion mediada por TMPD comparte un patrénsi ilar con aquel que muestra la reaccién
mediada por PMS (Fig. 36), mientras que si se usa una concentracién de TMPD no sa-
turante en todo el rango de temperaturas se observa un ''quiebre' artificial.

Se quiso establecer si el grado de saturacidén de la reaccién por ADP era si-
milar en todo el rango de temperaturas. En la Fig. 41 se estudiael comportamiento
de saturacion aparente por ADP, a Pi 2 mM constante. Se observa que en la reaccién
endégena, y en la catalizada por PMS 200 uM, existe un fendmeno de inhibicidn por
sustrato. Sin embargo, tanto el grado de inhibicidén por sustrato en las condiciones
standard de reaccion como la Km aparente 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 Km aparente ﬁara Pi, a ADP 2 mM constante, es similar

a temperaturas bajas y altas, ver Figs. 4 y 24. Esto G1timo se estudié sélo en el

caso de la reaccién catalizada por PMS 50 uM.

También hay evidencias preliminares de que, tanto para el caso de la fotofos-
forilacién endégena, como para el de la catalizada por PMS, los graficos de Arrhe-
nius construidos con las velocidades observadas cuando las condiciones experimen-
tales son las standard son practicamente similares a los construidos con las velo-
cidades maximas (saturacion de ADP), ver Fig. 42,

Se quiso saber si la energia de activacidon de la reaccion de fotofosforilacion
catalizada por PMS 200 uM podia depender del nivel de energia de la membrana. La

Fig. 43 A y B muestra que disminuyendo la intensidad de luz de manera tal que la

velocidad de fotofosforilacidn disminuya entre un 40 y un 75%, no cambia signifi-
cativamente el valor de Ea, por lo menos en un rango de temperaturas bajas. El com-

portamiento del grafico de Arrhenius de dicha reaccion (Fig. 43 A y B) es claramen-

te diferente respecto del de la reaccién endSgena en ese mismo rango de temperatu-

ras (Fig. 43 C, ver ademds la Fig. 35 a). El 'quiebre'' que se observa en la Fig.
43 A a altas intensidades de luz es interpretado como una desaturacién de luz a
alta temperatura, encontrada en ese caso especial debido al hecho conjunto de que
se ilumina sGlo con una fraccidn del espectro y se usan concentraciones de croma-
toforos relativamente altas (10 g Bchl.ml_]). Se podria proponer, entonces, que
a alta temperatura la membrana estaria mids desacoplada que a baja temperatura, es-

to es, seria mas permeable a los protones. 0, mas en general, que la eficiencia de la

(%) Notese que la carencia de suficientes temperaturas experimentales en la Fig. 42 A
no permite hacer comparaciones directas con la descripcidon completa mostrada en la

Fig. 35 a.
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transduccidon energética sea menor a temperaturas altas.
Esta informacion es relevante para hipStesis que propongan que el comportamien-
to diferencial de los graficos de Arrhenius de la reaccidén endégena respecto de la

catal izada por PMS depende en realidad, s6lo del nivel de energia de la membrana

y no del sistema de transporte de electrones particular y que la actividad del fac-

tor de acoplamiento sea en todos los casos un paso limitante controlado por la tem-

peratura. Lamentablemente en estos experimentos preliminares, disminuyendo la luz
no se lograron velocidades suficientemente bajas como las de la reaccidon endégena.

La manifestacion de un mismo valor de Ea en los mencionados experimentos
es dificil de explicar, pues es claro que con esa baja intensided de luz, el aporte
de energfa es por su cuenta limitante para la reaccidn global. Podria ser, entonces,
que la energia de activacion 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-
cidn que estad saturada de luz y de PMS.

Sin embargo, se puede considerar otra hipdtesis respecto de la interpretacion
de la energia de activacion del sistema de fotofosforilacion mediada por PMS. Esto
es que la reaccién esté |limitada por dos factores diferentes; por un lado, por la
temperatura directamente sobre la velocidad de reaccidn del factor de acoplamiemto
y por otro, por el nivel de energia de la membrana. Se propone un modelo sobre
esto mas abajo.

El hecho de intentar la disminucion del nivel de energia en la Fig. 43 median-
te una disminucidn drastica de la intensidad de la luz entrafia un problema de inter-
pretacion. En efecto, aunque la velocidad aparente medida disminuye, se podria pos-
tular que en cierto grado ese resultado sea la expresidn de la actividad de un
gradiente de poblaciones de cromaté6foros diferencialmente iluminadas a lo largo
del camino de la luz en el tubo de ensayo. De manera tal que los que estan inmedia-
tamente cercanos a la superficie del tubo estan saturados de luz ( a bajas tempera-
turas se saturan con baja intensidad) y los que estan mds atrds estan desaturados
o incluso inactivos. Ast, la disminucidon de la velocidad normalizada en té€rminos
de Bchl seria andloga a la inactivacidon de una enzima y el experimento seria equi-
voco. No se puede descartar la existencia de dicho fendémeno pero, sin embargo, hay
dos fendmenos cualitativos que aparencen al disminuir la luz que no se pueden
explicar de ninguna manera que no implique la existencia de una desaturacidn de
luz a nivel 'microscdpico'' de la mayoria de los cromatGforos. Estos son la apari-
cién y alargamiento de un ''lag' o fase de aceleracidn y la desaparicion del ''quie-

bre'' en el curso de la reaccidon, ver Capitulo Ill y Figs. 7 y 14.

Asi se tiene la evidencia de que existe una desaturacién de luz intrinseca
para mayoria de los cromatéforos y es licita la discusidn acerca de los graficos

de Arrhenius de las Figs. 43 A y B donde se usan intensidades de luz limitantes.




-130-

IV.5 Discusion 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 aceleracién pre-estado estacionario en el curso de la
reaccion de fotofosforilacidn, en casos en los que por ejemplo, el sistema no es-

td saturado de PMS (Figs. 10 y 11) o cuando se lo desacopla con FCCP (Fig. 17) o

cuando se limita la intensidad de luz por debajo de cierto umbral (Fig. 14).

Se acepta como hipétesis de trabajo que el ''lag'" observado con bajas concentra-
ciones de PMS es homélogo a los provocados por FCCP o por disminucién de la inten-
sidad de luz y no se deberia al tiempo en que tarda en difundir el PMS en 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 Gltimo pues no se
hicieron experimentos donde se preequilibre la membrana con PMSy en todos los ca-
sos mencionados arriba la reaccion se desencadené con el agregado de cromatéforos.
El resultado con el desacoplante FCCP es claro en aquel sentido, pues no se puede
asimilar el tiempo de duracidon del ''lag' con el tiempo que tarda el desacoplante
en difundir y saturar la membrana pues, en todo caso,, el resultado deberia ser pre-
cisamente inverso al encontrado.

Teniendo en cuenta lo anterior, es necesario explicar como los sistemas catali-
zados por PMS tienen, cuando la reaccidn de sintesis de ATP estd desoptimizada,
el mencionado ''lag' manifestando, sin embargo, velocidades de reaccién en el estado
estacionario del mismo orden o aln mucho mayores que las del sistema endSgeno tan-
to a alta (30°C) como a baja (3°C) temperatura, mientras que la reaccién mantenida
por el sistema endégeno entra en estado estacionario en tiempos mucho mas cortos,

ver Figs. 10 y 11.

En términos qui iosméticos clasicos, se deberia esperar un ''1ag' en el curso

de la reaccion de sintesis de ATP de duracidn inversamente proporcional al ''input®

de energia y por lo tanto a la velocidad de sintesis de ATP en 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 reaccidn de fotofosforilacién enddgena
de R. rubrum. En cambio, tampoco encontraron ''lag' de tiempo en la reaccidn media-
da por PMS 20 uM. Esto estad en contraposicidn con lo mostrado en esta Tesis. Sin
embargo, como el rango de tiempo estudiado por dichos autores fue muy corto (has-

ta 15 seg) no se descarta aci 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 estd severamente disminuida se encuentra un ''lag" en la intensidad
de luz. lgual efecto causa el desacoplante CCCP.

En cloroplastos, por otro lado, existen ambos tipos de ''lag' y son interpreta-
dos como el reflejo del tiempo necesario para lograr un alto nivel de energia
(171-174).

De acuerdo con propuestas de otros autores en cloroplastos ( 128 ) y en cro-
matéforos ( 115 ), resulta pertinente considerar aci que el mecanismo de trans-
locacion de protones es diferente segin el sistema de transporte de electrones sea
el enddgeno o el mediado por un agente redox artificial (por ej. PMS). En efecto,
se sabe que el PMS desvia el curso natural de circulacidn de electrones y como él
mismo transporta protones en el ciclo redox, entonces establece un mecanismo de
intrusidn artificial de H* al espacio osmético y provee, por lo tanto, un ''acople"
artificial.

Teniendo en cuenta esto, se propone acd que cuando se agrega PMS los protones
translocados por medio del transporte electrdonico fotosintético cambiarian el des-
tino natural de acumulacidn transitoria previo a su acceso al factor de acoplamien-
to. Entrarian a un compartimiento con mayor capacidad ''buffer'' que el que corres-
ponderia al sistema enddgeno 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
méaxima velocidad de sintesis posible. El mencionado compartimiento podria ser, aun-
que no necesariamente, el espacio osmético del cromatiforo.

En cambio, en el caso del sistema enddgeno, 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 muchos menos protones 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 ATP sintetasa y el trans-
porte de electrones es de tipo directo o localizado en sistemas bacterianos foto-
sintéticos en ausencia de mediadores redox y en estudios de fotofosforilacién en
flashes (27,133).

A continuacidn se proponen las caracteristicas de los modelos de acoplamiento
establecidos por el sistema de transporte de electrones endégeno y mediado por PMS

de manera que sean coherentes con los resultados de los estudios de los graficos
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de Arrhenius.

Modelo hipotético para el sistema enddgeno*

El postulado acople ''localizado' del sistema endogeno no tendria ''capacidad'
de reserva de H*. Esto seria asi adn cuando exista una translocacidon de H* al ''pool"
osmotico y se pueda detectar un ApH*. Tal vez, la energia del 'pool' osmético no
tenga un papel importante en la energizacién de la membrana, al menos cuando opera
en condiciones de luz continua, aunque si lo tendria, tal como fue demostrado, en
los fendomenos de fosforilacidén por post-iluminacidon (19,117) y en los de fosfori-
lacién por transicidn acido-base ( 183 ).

Dada la falta de '‘capacidad', o al menos la no utilizacion de la energia del
""pool'" osmdtico, 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 llamara aca ''compartimiento localizado'.

Dichos H* energizados son a su vez consumidos en la sintesis de ATP.

Se llamar3 ‘'cuanto'' al conjunto minimo de protones en el ''compartimiento loca-
lizado'". El '"cuanto'' tendria una suficiente alta concentracion como para que los
H* sean de alto potencial (energizados), pero al mismo tiempo dicho compartimiento
tendria baja capacidad.

Tal como ya se mostro y discutié en este mismo Capitulo, el factor de acopla-

miento no esta limitado por la temperatura cuando el sistema opera con el sistema

de transporte de electrones enddgeno. Esto es asi pues la velocidad de sintesis
aumenta mas 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 permita al factor
de acoplamiento llevar a cabo 1 ciclo catalitico en menos tiempo, no se podrd mani-
festar dicho efecto a nivel del '"'turnover' global del sistema pues este Gltimo de-
pender3 de la frecuencia con que el transporte de electrones enddégeno reponga el
""cuanto''.

El modelo propone, entonces, que la constante catalitica para el consumo de
los ''cuantos' (sintesis de ATP) a nivel del factor de acoplamiento seria a todas
las temperaturas estudiadas mucho mayor que la constante catalitica para la produc-
cion de los ''cuantos'' a nivel del transporte de electrones, ver Fig. 43 bis.

Tener en cuenta que para el sistema mediado por PMS a baja temperatura se ha

propuesto un modelo analogamente contrario (Capitulo 1I1).

(%) Se agradece la discusidén con el Lic. Rall A. Ferndndez
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Asi, quedaria claro de qué manera el grafico de Arrhenius de la fotofosforila-
cidén enddgena podria ser el reflejo directo del grafico de Arrhenius de la veloci-
dad del transporte de electrones enddgeno.

El modelo se asemeja a una secuencia de dos reacciones catalizadas acopladas,
de propiedades tales que la Gltima reaccidén tenga unamuy alta "afinidad' por el
producto de la reaccidon antecesora, de manera que no existan fenomenos extensos
de '"lag'" o umbral y ademas 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:

HY exterior » Ht concentrado (energizado) o ATP
transporte de en el ''compartimiento factor de
electrones local izado" acoplamiento
endégeno

Teniendo en cuenta las muy bajas energias de activacion detectadas en algunos
rangos de temperatura en los graficos de Arrhenius del sistema endégeno de fotofos-
forilacidon, se puede proponer que el paso limitante de toda la reaccidon podria ser
la difusién de los protones (''cuantos'') desde la ''fuente'' o sea los sitios de pro-
duccién de protones energizados a nivel del transporte de electrones, hacia el ''su-
midero'' o sea el sitio de consumo de protones (''compartimiento localizado''). El
modelo de ''fuente-sumidero' es usado frecuentemente en los fendmenos explicables

por acople localizado (77).

Modelo hipotético para el sistema mediado por PMS

El transporte de electrones mediado por PMS conduciria los HY hacia un reser-
vorio (transitorio?), que podria ser el ''pool' osmético del espacio interno del

cromatéforo u otro compartimiento funcional, que tendria una gran capacidad compa-

randolo con el hipotético diferente sitio de acumulacion de H* del sistema enddge-

no. Al compartimiento de alta capacidad se lo llamard acad 'pool osmético''.

El tenor de energia a nivel del ''pool osmdtico' puede tener diferentes valores
dependiendo de las concentraciones de PMS y desacoplantes, o de la intensidad de
fa luz y también de la temperatura actuando a nivel del transporte de electrones.

La capacidad 'buffer' del compartimiento 'lpool osmético'' separaria funcionalmen-

te al factor de acoplamiento del transporte de electrones y pondria a dicho factor
en una situacidon similar al de cualquier enzima ''soluble' o ''descoplada''. Esto es,
su actividad dependeria (en condiciones de saturacidén de sus sustratos quimicos

ADP y Pi) independientemente y al mismo tiempo, por un lado de la concentracidn

de su otro ''sustrato' es decir el energético (''cuantos' de H* energizados) y por



otro lado, de la temperatura que actia a nivel de la constante catalitica
de la reaccion de sintesis.

Ast, la velocidad del factor de acoplamiento al sintetizar ATP podria depen-
der del efecto de la temperatura, tanto sobre la velocidad de reaccidn quimica,
como también sobre la velocidad de estado estacionario de la bomba de protones
mantenida por el transporte de electrones y entonces sobre el nivel de energfa.

Respecto de las diferencias con la reaccion endégena, también se contempla
la posibilidad de que la via de acercamiento de los Ht 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 ''comin''. Esto
es, el tiempo de duracién de cada reaccidn 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 slo con caracteristicas de umbral: si estd disponible la energfa ne-
cesaria para la unidén ester, la reaccidén 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 mas.

También en el sistema PMS el 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 (enddgeno),
lo seria a través del ''pool osmético'. En el sistema endégeno los HY van directa-
mente conducidos al ''compartimiento localizado''. En el sistema mediado por PMS
el destino de los H* hacia el '"pool osmético' seria el predominante e incluso,
el funcionamiento de la via endbgena podria estar totalmente anulada debido al
efecto competidor del PMS con 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 estadisticamente del AnH* delocalizado. Cuanto
mayor sea el nivel de este, mayor serd la frecuencia con que trabaje un factor de
acoplamiento y por lo tanto, en un momento dado, mayor serd el % de factores de
acoplamiento en actividad. A su vez cuanto mas rapido cumpla un ciclo la enzima,
con mayor frecuencia quedard en condiciones de recibir otro ''cuanto''.

Sin embargo, en estas consideraciones se debe tener en cuenta que la concen-

tracidn de HY en e ""compartimiento localizado'" y por lo tanto el nivel de energia



respecto del espacio osmotico exterior no puede ser mayor que en el ''pool osmético'.
Se debe considerar entonces que el AfH* del espacio osmético debe ser igual o ma-
yor que el minimo y saturante del ''compartimiento localizado'' de manera tal de
poder aumentar la frecuencia de aporte (reposicién) de ''cuantos' al factor de aco-
plamiento al aumentar el nivel de energia en el ''pool osmético'.

Alternativa o simultaneamente se puede considerar el siguiente modelo. Para
sintetizar ATP el factor de acoplamiento necesita un cierto nidmero de protones
con un ApHYT 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 mucho mayor, esto es, el espacio osmo-
tico tendria que tener un ApHY mayor.

Por lo tanto, al disminuir la concentracidon dé PMS o la intensidad de la luz,
o aumentar la concentracidén de FCCP, se hace disminuir la energia del espacio os-
mético y entonces disminuye el % de factores de acoplamiento que pueden lograr
las condiciones energéticas umbral.

Quedaria asi explicado el comportamiento de Arrhenius de la reaccion mediada
por PMS. Cuando se disminuye la luz en la Fig. 43 el grafico se desplaza hacia
abajo de manera paralela pues es como inactivar en un cierto % el nimero de enzi-
mas activas.

Los dos graficos de Arrhenius, el de la reaccidon mediada por PMS y el de la
endégena, son esencialmente diferentes pues son dos mecanismos di ferentes de aco-

plamiento, el de la primera delocalizado y el de la segunda localizado.
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Figura 30

Efecto del pH (7,3-8,6) sobre la velocidad ATP3asica a 6°C y 30°C. Se estudia la
actividad constitutiva e inducida por el desacoplante FCCP.

Se usa buffer Tris-CIH para todo el rango de pH. Tiempos de reaccidn: a 6°C: 25-
30-35-40-45 min y a 30°C: 1-1,5-2-3-4 min. El curso de la reaccién es rectilineo
en todos los casos.
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Figura 31
Estimulacion de la actividad ATPasica por el desacoplante FCCP a diferentes tem-
peraturas.

El pH es 8,0 en todos los casos. Tiempos de reaccién: a 6°C, 9°C y 11,4°C: 25-30-
35-40-45 min; a 15°C: 15-20-25-30-35 min; a 18,1°C: 3-5-7-9-11 min y a 30°C: 1-
1,5-2-3-4 min. En todos los casos el curso de la reaccidn es rectilineo durante
todo el periodo de medicidén. Estos resultados también fueron reproducidos en otros
dos experimentos similares.
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Figura 32

Grafico de Arrhenius de la actividad ATPasica de cromatoforos, constitutiva e in-
ducida por el desacoplante FCCP. La reaccion se lleva a cabo aerdobicamente y en
la oscuridad.

a. Actividad constitutiva. El pH es 8,0 para todas las temperaturas y los croma-
téforos estan en concentracién equivalente a 10 ug Bchl.mi-1.

b. Actividad inducida por FCCP. Las condiciones son exactamente iguales a a. Se
adiciona FCCP 0,9 uM para el rango 6°C-18°C y 1,5 uM para el rango 21°C-33°C.

En ambos casos la velocidad de ATPasa se calcula de la pendiente de la curva de
tiempo en la regidn del 'estado estacionario' (5 tiempos experimentales). La reac-
cidon es desarrollada en el intervalo correspondiente entre 1 min y 11 min en el
rango de 18,1°C a 33°C y entre 15 min y 45 min en el rango de 6°C a 15°C. En todos
los casos la reaccidon €s rectilinea durante todo el periodo de medicidn. Los va-
lores de Ea son en Kcal.mol-1.

Parte de la informacidon presentada en esta figura ya fue mostrada de otra manera
en la Fig. 31. Ambas figuras provienen de un mismo experimento.
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F'gura 33

Subestimacién de la actividad de ATPasa no inducida por desacoplante a bajas tem
peraturas cuando no se consideran las velocidades del estado estacionario.

A- Cursos de las reacciones constitutiva e inducida por 0,9 uM FCCP a 11,4°C cu-
yas velocidades se muestran en el grafico de Arrhenius de la Fig. 32. Las lfineas
punteadas representan algunas de las velocidades aparentes que se establecerfian

al normalizar el producto por el tiempo. La velocidad se expresa en umol Pi.mg
Bch1-1.min"1

B- Velocidad aparente (expresada como umol Pi.mg Bchl-1.min"1) de la reaccién cons-
titutiva a 11,4°C (A) en funcién del tiempo de normalizacién. Los simbolos 1lenos
son los valores experimentales y los vacios surgen de la extrapolacidn del grafi-
co A. La linea de puntos es el valor real de la velocidad, Obsérvese cémo se come-
te una subestimacion de la velocidad adn con valores de velocidad aparente que
parecen haberse ''estabilizado''. En efecto, a los 30 min se comete un 20% de error
y @ los 60 min un 10%. Kaiser y Oelze (161,162) hubiesen elegido para esta tempera-
tura un tiempo de 30 min.
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ENERGIAS DE ACTIVACION

Células cultivadas a Ea (Kcal.mol-1)

t<20°C t520°C

30°C 26,0 16,0
14°C 26,8 14,8

CARACTERISTICAS DE SATURACION

Temperatura de Km
medicion (mM)
ATPasa Mg2+ 16°C 0,30
25°C 0,33
ATPasa Cal+ 16°C 0,58
25°C 0,58

de Kaiser, |. y Oelze, J. Arch. Microbiol. 126: 195-200 (1980).

Tabla 4

Resumen de los resultados presentados por Kaiser y Oelze respecto del efecto de la
temperatura sobre la reaccidon de ATPasa constitutiva de cromatéforos de R. rubrum.
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1 | FRI 6 a 33 16,5 16,5 4,0 |pH = 8,0 ajustado a cada temperatura.
Células y membranas sin congelar.
Ver este experimento en la Fig. 32.
pH = 8,0 ajustado a cada temperatura.
2 | FRI 10 a 40 17,2 n.d.* Células congeladas, membranas sin
rongelar. Ver este experimento en la
Fig. Ly,
3 | FR1 4,9 a 30 18,1 18,5 3,2|pH = 8 a 20°C (sin ajustar a cada
temperatura). Células y membranas
4 [ FR1 15 y 23 9,7 n.d. - sin congelar.
5 | FR1 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 14,5 16,0 n.d. - temperatura). Células congeladas, mem-
8 | FRI 12 y 15,8 | 18,0 n.d. - branas sin congelar.
9 |FR1| 7; 8 y 11 20,2 n.d. - |pH =8 a 15°C (sin ajustar a cada
10 |FR1| 5y 11,5 20,2 n.d. - temperatura). Células congeladas, mem-
branas sin congelar. ATP = 7 mM y
Cl2Mg = 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 Cl2Mg = 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 4,7 a 29,9 20,7 21,6 1,9|pH = 8 a 20°C (sin ajustar a cada
temperatura). Células y membranas
congeladas.
14 | FR1 15,5 y30 | 21,4 - - Actividad del "EDTA-F1'" con 4 mM
Clz2Ca y 2 mM ATP. Ver este experimen-
to en la Fig. 47.
Tabla 5

Resumen de diversas determinaciones de las energias de activacidn de la reaccion

ATPasa en distintas condiciones.

En todos los casos se trata de diferentes preparaciones cromatoféricas y las velo-

cidades de reaccidn son determinadas en el estado estacionario.

La distribucidon de

temperaturas y la de tiempos para cada una de ellas es del orden de la indicada en
la Fig. 32. La concentracion de ATP/MgZ+ usada es 2 mM/2 mM, salvo en los experimen-
tos en los que se sefala otra cosa. En varios casos, tal como se indica, la Ea fue
estimada s6lo a partir de 2 6 3 temperaturas. En los graficos de Arrhenius de las
reacciones inducidas por FCCP de los experimentos N°5 y 12 ocurren ''quiebres' hacia
abajo artificiales a temperaturas bajas (ca. 8°C). En esos experimentos se usd una
Gnica concentracion de FCCP (1,5 uM) y no se controlé el pH a cada temperatura, ver

discusidon en el
de alta temperatura.

texto. En esos casos, la Ea indicada es la que corresponde a la rama
*n.d.: no se determind.
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Figura 34

Efecto del pH (7,4 a 8,6) sobre la velocidad de fotofosforilacién endSgena en
aerobiosis a 4°Cy 30°C.

El buffer es Tricina-NaOH para todo el rango de pH. Tiempos de reaccién: a 4°C:
1-2-4-6-8 min y a 30°C: 15-30-45-60-90 seg. E! curso de la reaccidn es rectilfi-
neo en todos los casos. Estas reacciones pertenecen al mismo experimento que las

mostradas en la Fig. 12b.
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Figura 35

Grifico de Arrhenius para la fotofosforilacién endogena 1levada a cabo aerdbica
y anaerobicamente.

a- Reaccidn aerdbica. El pH es 8,0 para todas las temperaturas. Las representacio-

nes | y Il son dos tipos de comportamiento encontrados en estas condiciones, ver
el texto.

b- Reaccidn anaerdbica.lLas condiciones de reaccidén son las mismas que en a. La
anaerobiosis se provoca tal como se describe en ''Materiales y Métodos'

Tanto en el caso de a como en el de b, los cromatéforos (10 ug Bchl) se adaden

en oscuridad a 30°C y luego de 5 min los tubos son retermostatizados durante otros
5 min a la temperatura deseada. La reaccidn se desencadend prendiendo la luz. En
todos los casos la velocidad se calcula de la pendiente de una curva de tiempo

(6 tiempos experimentales). La reaccidén 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 preparacion de membrana, mientras que el experimento a-1 fue hecho con
otra preparacion. También se obtienen los mismos resultados que a-1| en dos expe-
rimentos independientes usando luz roja (ver espectro en la Fig. 9) y una concen-

tracion de cromatSforos 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
conge ladas.
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Figura 36
Grafico de Arrhenius de la actividad de fotofosforilacién catalizada por PMS
200 uM en condiciones aerdbicas.

El pH (valor 6ptimo) establecido para la reaccidn es 8,7 entre 2°C y 17°C y 8,0
entre 19°C y 32°C. La reaccidn se desencadend con la adicidon de cromatSforos

(1 ug Bechl.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 reaccidn 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 iluminacion descripto en ''Materiales y Métodos'', ver su espectro

de transmisién en la Fig. 9. El valor de Ea es en Kcal.mol-1.
Se usa una preparacion %e membranas no congelada proveniente de células no congeladas.
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57 Rango de Condiciones | Forma del
Qo ® | temp. Tipo de de grafico de Ea OBSERVACIONES
xz| a .
w 3 (°c) membrana reaccién | Arrhenius
1 10 a 35 8,1
2 3 a 38 7,3
Células y membra
3 w732 38 nas congeladas Aerdbica 7,6
4 3 a38 PMS 50 pM 11,8 | pH = 8,0 :justa-
6 3 a 38 10,3
/ 3230 Recta en 10,3
toda su
extens ién PH = 8,7 para el
12,5 |range 2 al17°C.
8 FR1 2331 Jcgrutas congela- PH = 8{0 par?ozl
das, membrana Aerdbica rango 13 a 3
no congelada PMS 200 uM
pH = 8,7 ajustado
9 2 a0 12,1 |a 5°C. Luz roja-
1 ug Bchl.ml-1
] W :
0 3 a30 16,8 pH = 8,0 ajustado
a 20°C
z 3a 33 14,0
pH = 8,0 contro-
13,7 lado a cada
12 3 a 30 temperatura
Shi T "
Aerdbica Quiebre oH = 8,7 para el
PMS 50 uM hacia 18,9 el rango 3 a 18°C
Células y mem- . ’ pH = 8,0 para el
13 3 a 31 abajo rango 21 a 31°C
branas no con- 9
FR1
geladas
pH = 8,7 para el
15,0 |Fango 3 a 15°C
14 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
. Aerdbica toda su pH = 8,0 para el
15 2 a 32 g 12,6 o
PMS 200 LM extension rango %0 a 32°C.
Luz roja-1 ug
Bchl.ml-!
Tabla 6

Resumen de diversas determinaciones de las energias de activacion de la reaccidn i

fosforilacion mediada por PMS en distintas condiciones.
El nimero de diferentes temperaturas estudiadas en cada intervalo varia entre 8 y 12. En
general, los tiempos experimentales son 10-20-30-40-50-60 seg. Se us6 luz blanca y 10 ng

Bchl.ml—1!

foto-

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 PMS a temperaturas altas
y la Ea (Kcal.mol-1) indicada en esos casos corresponde a la de la rama de bajas tempera-

turas.
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Figura 37

Curso de la reaccidon de fotofosforilacidén a 4,5°C llevada a cabo por muy bajas con-
centraciones de cromatdforos y mediada por PMS 200 uM con luz blanca y con luz

roja.

La concentracién de cromatéforos es equivalente a 1 ug Bchl.ml-1.

A - Se usa el sistema de iluminacién 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 tensidn sobre la bateria de lamparas a 225 V

con un autotransformador 'Variac''. Las velocidades se expresan en umol ATP.mg Bchl~1.
min~1. La curva B esta desplazada hacia arriba por razones de claridad.

Nota: La preparacion de cromatéforos usada en este experimento muestra una actividad
de fotofosforilacién excepcionalmente alta y es la misma que la usada en la Fig.“3.
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Figura 38

Efecto del pH (7,4-8,7) sobre la velocidad de fotofosforilacidn catalizada por
TMPD 50 WM a 3°C y 30°C.

El buffer es Tricina-NaOH para todo el rango de pH. La reaccidén se lleva a cabo
aerdébica y anaerdbicamente (ver ''"Materiales y Métodos'). Tiempos de reaccién en
todas las condiciones: 10-20-30-40-50 seg. E1 curso de la reaccidn es rectilineo

en todos los casos. Las mezclas de reaccidn para las reacciones aerébicas y araerd-
bicas son, a cada pH, alfcuotas de una misma mezcla. Este experimento se lleva

a cabo con membranas no congeladas almacenadas en hielo durante 4 dias, provenien-
tes de células sin congelar.

Nétese la diferencia que existe en el curso de la reaccién (linealidad) a bajas con-
centraciones de mediador redox respecto de cuando se usa PMS, ver Figs. 10 y 11.




pmol ATPx mg Beh™ x min™
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os { 33°C

uM TMPD

F'gura 39
Fotofosforilacién a 3,3°C y 30°C catalizada, en condiciones aerdbicas, por un trans-
portador de electrones artificial (TMPD).

El pH es 8,0 a ambas temperaturas. Tiempos de reaccién: a 3,3°C: 10-20-30-40-50
seg; a 30°C: 15-30-45-60 seg. El curso de la reaccidn es rectilineo en todos los
casos. La concentracién de TMPD que provee el 50% de la velocidad miaxima es 60 uM
a 30°Cy 10 uM a 3,3°C. La concentracién de cromatSforos es 5 ug Bechl.ml=1. Este
experimento se lleva a cabo con la misma preparacidn 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 reaccién (linealidad) a bajas
concentraciones de mediador redox respecto de cuando se usa PMS, ver Figs. 10 y 11,
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Figura 4o

Grafico de Arrhenius de la actividad de fotofosforilacidn catalizada por TMPD
50 uM en condiciones aerobicas y anaerdbicas.

El pH es 8,0 a todas las temperaturas. La preparacidon cromatoférica es la misma
que se usa en la Fig. 39. En todos los casos, los tiempos de reaccidn son: 10-20-
30-40-50 segq.

Las Ea se indican en Kcal.mol-1.

A- La reaccion se lleva a cabo aerdbicamente. E1 simbolo vacio indica, sobre la
base de la informacidn de la Fig. 39, cudl debid haber sido la velocidad de la
reaccién si el sistema estuviera saturado con TMPD también a 30°C,y el trazo pun-
teado, que lo une con los de las temperaturas bajas, sugiere cudl hubiese sido

el comportamiento general.

B- La reaccidon se lleva a cabo en iguales condiciones que en A pero anaerdbicamen-
te. La anaerobiosis se provoca tal como se describe en ''Materiales y Métodos''.
Para ambas condiciones se procede en los demds detalles tal como estd descripto

en la Fig. 35.
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Figura 41

Representaciones de Lineweaver-Burk para ADP variable y Pi 2 mM constante de la
reaccion de fotofosforilacidon a diferentes temperaturas. Se estudia en condiciones
de transporte de electrones endogeno o mediado por PMS 200 uM.

Las velocidades se expresan en pmol ATP.mg Bchl -1 min T,

Se indica ademds, la inhibicién por sustrato (%1) que presenta la reaccién estu-
diada a 0,9 mM ADP respecto de la Vmax estimada. -1

La concentracidon de cromatéforos es equivalente a 10 ug Bchl.ml y se usa luz
roja; ver el espectro de transmisidn del filtro en la Fi 9. La Intensidad de

la luz es aproximadamente 700 pE.m “.seg”! medida sin el ?iltro. El tipo de mem-
branas es el descripto en ''Materiales y Métodos'' (Moo).

A - La reaccion se desarrolla en ausencia de catalizadores redox exdgenos y el

pH es 8,0 para todas las temperaturas.

Los tiempos estudiados son a 5°C: 15-30-60-90-120 seg; a 17°C: 15-30-45-60-90 seg;
y a 30°C: 10-15-20-25-30 seg. En todos los casos tcdo el curso de la reaccidn es
rectilineo.

B - La reaccidén se desarrolla en presencia de 200 uM PMS y el pH es 8,7 para las
reacciones a 5°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-
cion 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 me-
nos de 50 uM ADP. En ninglin caso se observd ''lag''.

Ver la representacion de Arrhenius de las Vmax y de las v 0,9 mM ADP de este expe-

rimento en la Fig. 42. Ver un experimento similar a A 30°C en la Fig. 26.
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Figura 42
Representaciones de Arrhenius de la reaccidén de fotofosforilacidn con dos concen-
traciones de ADP diferentes.

Se consideran las velocidddes de la reaccidon llevada a cabo en condiciones standard
(2mM Pi y 0,9 mM ADP) (v), o las velocidades madximas aparentes (Vmax), a partir
de graficas de Lineweaver-Burk variando ADP y manteniendo constante Pi 2 mM. Es-
ta informacidén proviene de los experimentos mostrados en la Fig. 41.

A- Reaccibn endbgena

B- Reaccidn catalizada por PMS 200 uM

Todas las reacciones se llevan a cabo con luz roja (ver el espectro de transmisidn
del filtro en la Fig. 9) y la concentracidn de cromatéforos es equivalente a 10

ug Bchl.mi~1,

Los valores duplicados indican la incertidumbre maxima en la estimacidon de la ve-
locidad de un mismo experimento. _

Las pendientes de las rectas expresan una Ea aparente en Kcal.mol
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Figura 43

Efecto de la intensidad de luz sobre el grafico de Arrhenius de la reaccién de
fotofosforilacion mediada por PMS 200 uM.

Se varia la intensidad de luz cambiando la tensidén, con un autotransformador 'Va-
riac'', sobre el sistema de iluminacidn descripto -en ''Materiales y Métodos''. En
Ay B, se usa luz roja, ver el espectro del filtro en la Fig. 9. En C la luz no
se filtra. La '""intensidad de luz' se Indica para cada grafico por medio de la ten-
sion aplicada.

La concentracidn de cromatSforos es equivalente a 10 pug Bchl.ml“! en A y C, y a

1 ug Bchl.ml-1 en B.

Ay B- La reaccidn se lleva a cabo en presencia de PMS 200 uM. En ambos casos los
tiempos de reaccién son: para 2-10°C: 15-30-L45 seg -1-2-4-6-8 min y para 20-30°C:
15-30-45 seg -1-1,5-2-3-4 min. 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 rectilineas. A temperaturas
altas (20-30°C) todas las reacciones son rectilineas en todo su curso.

C- La reaccidn se lleva a cabo en ausencia de PMS. La linea entera muestra el com-
portamiento aparente, mientras que la punteada es una posible Interpretacidn, de-
bida a la falta de datos, sobre la base de otros estudios, por ejemplo Fig. 35 a,
representacién |l. Los tiempos de reaccidn son: para 3-7°C: 15-30-45 seg -1-2-4-6
min; para 9-30°C: 15-30-45 seg -1-1,5-2-3 min. En todos los casos todo el curso
de la reaccidn es rectilineo.

Las Ea se indican en Kcal.mol-1. ‘
En A, By C se usan membranas no congeladas provenientes de células congeladas. Es-
ta preparacion también fue usada en la Fig. 37.
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Modelo sobre el mecanismo de acoplamiento endégeno y el del mediado por PMS, tenien-
do en cuenta los datos cinéticos de esta Tesis.

A- Graficos de Arrhenius de la sintesis de ATP

a, by c: Son las representaciones para el sistema mediado por PMS. Las lineas ente-
ras consisten en la Informacidon obtenida en este trabajo. Las rectas coincidirian
con la dependencia de la temperatura de la constante catalitica (K cat) del factor
de acoplamiento (F1-Fg). a, b y ¢ resultarian del producto de la K cat por el ndme-
ro de factores de acoplamiento activos en el estado estacionario.

d: Representa al sistema endSgeno en presencia de oxigeno. Concordaria con la depen-
dencia de la temperatura de la constante catalitica del transporte de electrones a
una determinada intensidad luminica y asi con la frecuencla de translocacion de
""cuantos'' al ''compartimiento localizado'.

B- Comportamiento tedrico del nivel de energia del sitio inmediato al activo en fun-
cion_del numero de protones translocados por el transporte de electrones fotosintético
e: Sistema endogeno. f: Sistema mediado por PMS

El asterisco en e indica que el sistema enddgeno tiene una capacidad de acumulacicdn
de H+ muy limitada.

I: Nivel minimo de energia necesario para la sintesid de ATP, en el sitio inmediato
al activo. IT: Nivel maximo de energia acumulable en el cromatéforo.

C- Curso tedrico de la energizacidén de la membrana

g, he i: Sistema mediado por PMS en orden creciente de condiciones que favorezcan
el establecimiento de un alto nivel de energia de la membrana.

J: Sistema endégeno

Iy II: Igual que en B.

Dy E- Esquema del modelo para el sistema enddgeno y para el mediado por PMS res-
pectivamente

El grosor de las flechas que representan el flujo de protones sdlo tiene importanci
relativa en cada grafico particular.
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V. Descripcién de un fendmeno de inhibicidn transitoria en la fase pre-estado esta-
cionario en la actividad ATPasica de cromatoforos. *

V.1 Introduccidn

El contenido de energia de la membrana parece ser un factor que gobierna la ac-

tividad de ATPasa del factor de acoplamiento (51,129 ). En Rhodospirillum rubrum

(195,204,205)y en Rhodopseudomonas capsulata (193,206), tanto la energizacidn por

luz como la disminucidn de la retropresién de H+, a través de la adicidn de un de-
sacoplante, modifican la actividad hidrolftica de la enzima.

También existen otros factores que afectan la actividad de ATPasa de membranas,
tales como Mg*2 libre (196 204,205)y aniones activantes (194,196).

En el Capitulo Il] se ha determinado que durante la fotofosforilacién a baja
temperatura se desarrolla una inhibicidn irreversible de esa misma reaccidén, que
podria estar inducida por un desbalance entre la acumulacidn de energia (transduci-
da de la luz) y la disipacion provista por la propia reaccidn de fosforilacién (de-
pendiente de la energia de la membrana) a nivel del factor de acoplamiento.

En este capitulo, se estudia con detalle el curso de reaccion de la hidrdlisis
de ATP llevada a cabo por cromatéforos, en especial a bajas temperaturas. La presen-
cia de un complejo comportamiento de pre-estado estacionario y su respuesta a la
energizacién por luz y a la disipacién de la energia (acumulada como un 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 energfa locali-

zados diferencialmente en el cromatdéforo.

V.2 Caracterizacidn inicial

La Fig. 44 muestra el curso de la reaccion de la hidrélisls de ATP por cromaté-
foros. Inicialmente, luego de un ''lag' de duracidon variable, la velocldad de la reac-
cion aumenta, alcanza un maximo y 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 hidrélisis aumenta nuevamente para comportarse de manera lineal, sin
discernirse oscilaciones (ver en detalle un tramo de esta Gltima fase en la Fig.
50), por un periodo de hasta por lo menos 40 min segin la temperatura. Este Gltimo

representa el estado estacionario de la reaccidn. Se ve claramente que todo el

(*) Parte de estas investigaciones fueron realizadas en colaboracidn con la Lic.
L.N. Benzacar.



comportamiento descripto es mas conspicuo a temperaturas relativamente bajas. En
general, la disminucion de la temperatura aumenta la duracidn del ''lag'" y la del
"'plateau''. Sin embargo, para diferentes preparaciones de membrana, se necesitan um-
brales de temperatura también diferentes (5-20°C) para poder ver el fendmeno con
claridad. A temperaturas altas(en general 30-40°C) se detecta sdlo una liberacidn
lineal de fosfato. .

Estos resultados se obtienen tanto con la fraccidon de cromatéforos ''pesada' co-
mo con la ''liviana', tal como se pueden separar por un gradiente discontinuo de sa-
carosa (ver ''Materiales y Métodos'', 11.2). También es indistinto el resultado si
las células provienen de un cultivo en crecimiento exponencial (en fermentador) o
de un cultivo tardio que entrd ya en el ''plateau'' de la curva de crecimiento.

Se debe recalcar que parece existir una relacién estrecha tanto de la preparaciédn
de membranas cromatoféricas como de su envejecimiento con la reproducibilidad de es-
te fenémeno. En efecto, si bien el comportamiento general de la reaccidn se puede
reproducir siempre (estableciendo temperaturas suficientemente bajas), en cambio
es mucho mas dificil reproducir exactamente las caracteristicas notables del curso
de la reaccion, tales como son las velocidades y duraciones de las distintas fases
y los tiempos en que cada una de ellas se manifiesta luego del desencadenamiento
de la reaccién. Es de suponer que variaciones (no controlables) en las condiciones
de sonicacidn pudieran ser algunas de las causas de la irreproducibilidad. En este
sentido, se puede sefalar que, con algunas preparaciones cromatoféricas, la fase
transitoria pre-estado estacionario se repite por mas de una vez, mostrandose con-
secuentemente mas de un periodo de actividad e inactividad de la hidrélisis, ver
Figs. 45 A, 46 A y 56.

Para comprobar que la liberacidén de Pi se debia exclusivamente a la hidrélisis

de ATP se realizaron los experimentos que se comentan a continuacion.

El mismo curso de reaccidon se obtiene si la hidrélisis se desencadena con el
agregado de cromatéforos (como lo es en la mayoria de los expefimentos acd realiza-
dos), o si los cromatéforos se preincuban en oscuridad en ausencia de ATP durante
5-15 min y luego se desencadena la reaccién a la misma temperatura (10-30°C) con
el agregado de ATP, ver por ejempio la Fig. 45 A.

En la Fig. 45 B se observa que el inhibidor de la transferencia de energia oli-
gomicina, inhibe casi completamente todas las fases descriptas.

Adem3s, todo el curso de la reaccién depende de la presencia de ATP exdgeno (Fig.
45 C, D y E). Este experimento se hizo a temperatura alta con la intencidn de acele-
rar una eventual liberacién de Pi independiente de la presencia de ATP.

Por otra parte, un ensayo préllminar, midiendo ta hidrolisis de AT32P, sugiere
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una curva de tiempo similar a la detectada midiendo la llberacidén de Pi colorimétri-
camente (no se muestra).

Cabe sefalar acd que la hidrélisis no enzimatica del ATP en las condiciones de
reaccién, es indetectable en un rango de temperaturas de 20°C a 38°C y por tiempos
estudiados de hasta 15 min.

Como se sabe que la presencia de Mg2+ libre, incluso en pequefias concentracio-
nes, inhibe la reaccidén ATP3sica ( 204 ) y como dichas concentraciones pueden ser
modificadas por el balance nucleétido/catién ( 204 ), es que se realizaron los ex-
perimentos de la Fig. L6. Relaciones de concentracién milimolar de ATP/Mg2+ que
varian entre 7/1 y 2/4 no tienen influencia sobre la manifestacion general del fe-
nomeno. Altas relaciones ATP/Mg2+ aumentan la velocidad de hidrélisis, disminuyen
la duracidn de la fase pre-estado estacionario y tienden a reducir la aparicidn de
oscilaciones miltiples (cuando existen) antes de la entrada en el estado estacionario.

Con la intencidon de contrastar una hipdtesis inicial que proponia que el fené-
meno depende, por una parte de la integridad del! factor de acoplamiento y por otra
de una interaccién entre aquél y la membrana, se llevaron a cabo dos tipos de expe-
rimentos preliminares.

Por un lado, se extrajo la porcién F1 del factor de acoplamiento sonicando en
presencia de EDTA 1 mM ( 112 ). La preparacidn, que resultd insensible a oligomici-
na y preferentemente dependiente de Ca2+, caracteristicas tales del F1 aislado
(129, 51 ), muestra un curso de reaccién fundamentalmente rectilineo desde su de-
sencadenamiento tanto a temperatura alta como a baja, ver Fig. h?f La mencionada
insensibilidad a oligomicina (100 uM) fue probada preincubando la preparacidn 10
min en hielo en mezcla standard de ATPasa salvo por la ausencia de ATP y desencade-
nando luego la reaccién con ATP 2 mM, tanto del tratamiento como del control, a 30°C
y estudiandola durante 10 min.

Por otro lado, se estudié la reaccién ATPasica, previo un pretratamiento de los
cromatdforos con el detergente Tritdn X-100 con la intencidn de desorganizar la es-
tructura de la membrana acoplante, ver la Fig. 48. Concentraciones de hasta 0,2% (v/v)
no producen variaciones significativas del comportamiento, aunque si se observa una
prolongacidn de la duracidn del 'plateau'. Sin embargo, concentraciones mas altas
(0,4%) eliminan la primera fase. No se probaron concentraciones superiores de deter-
gente pues éste interfiere en la colorimetria.

Estos dos resultados sugieren gque, en efecto, la existencia de la fase pre-es-
tado estacionario descripta aqui, podria estar relacionada con la forma completa

de la enzima (F1-F0) y con una adecuada integridad de la membrana cromatoférica.

(*) En la interpretacién de este resultado se debe tener en cuenta que en la pre-
paracion enzimatica hay presente ATP 2 mM, ver |1.3.
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Si se estudia la reaccion con ATP disuelto inmediatamente antes del ensayo, se
obtienen los mismos resultados ya descriptos.

Por otro lado, experimentos preliminares muestran que el comportamiento tipico
de la reaccién tampoco cambia si se la desencadena en una mezcla de reaccidn que
contenga ADP 50 uM (concentracidn equivalente a la que, en general, existe en el
momento en que se establece el 'plateau'’).

Estas dos Gltimas observaciones (no mostradas) se refieren a la posibilidad de
que la inhibicidén ('plateau'') se origine a partir de la acumulacién de cierto nivel
(bajo) de producto (ADP), el que actuaria de alguna manera regulatoria sobre el fac-
tor de acoplamiento en su actividad hidrolTtica (204,205).Sin embargo, los resulta-
dos sefalados descartan el mencionado hipotético papel del ADP como causante direc-

to del '‘plateau''.

V.3 Reproducibilidad de la fase pre-estado estacionario luego de una preincubacion
en condiciones de ATPasa y/o fotofosforilacion.

Las evidencias de la reproducibilidad provienen de los siguientes experimentos.
Las membranas cromatofdricas que fueron preincubadas

1) en oscuridad en 'buffer de sonicacidn'' a 30°C (Fig. 49 F) o

2) igual que 1) pero a 10°C (Fig. 49 A)

3) o en oscuridad en mezcla de fotofosforilacién a 30°C sin PMS (Fig. 49 G) o

L) igual que 3) pero con PMS 50 uM (no se muestra) o

5) que sufrieron un ''ciclo'' de ATPasa en oscuridad hasta el estado estacio-

nario a baja temperatura (Fig. 49 E) o
6) un ''ciclo' de fotofosforilacidén mediada por PMS 50 uM (no se muestra),
luego de ser recuperadas por ultracentrifugacion a través de un ''colchdn'' de saca-
rosa 20% (p/v), muestran de nuevo este comportamiento transitorio.
Se encuentra el mismo resultado Fig. 49 C si la membrana se pretrata de la si-
guiente manera:

7) a) Se somenten los cromatdéforos a un ''ciclo' de ATPasa (ya sea en mezcla
de reaccidén standard o con 2 mM ATP/1 mM Cl2Mg, obteniéndose los mismos
resultados) a baja temperatura hasta el estado estacionario y se los
recupera luego por ultracentrifugacién.

b) Los cromatdforos asi recuperados se someten a un ''ciclo' de fotofosfo-
rilaciéon a 30°C con PMS 50 uM y se los recupera nuevamente por ultra-
centrifugacion.

El control de este experimento es el mostrado en la Fig. 49 B.
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Los cromatéforos se preincuban en mezcla de fotofosforilacién con PMS
50 uM pero en oscuridad, observandose el mismo comportamiento que en
el tratamiento (Fig. 49 C).

Estos experimentos muestran que el fendmeno depende del desencadenamiento de la
reaccion. Es decir, no se agota con un sélo ''ciclo' de hidrolisis de ATP. De igual
manera, ni el hecho de que la enzima haya recorrido el ciclo catalitico 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 fotofosforilacion en presencia de
PMS 50 uM, evitan la reaparicién del fendomeno.

Sin embargo, si el pretratamiento por reaccidon de fotofosforilacidon transcurre
en ausencia de catalizador redox (PMS) no se ha podido detectar la fase pre-estado
estacionario, ver Fig. L9 H. Esto resulta dificil de explicar. En este aspecto se
contempla la posibilidad de que el sistema global si cambie "irreversiblemente' sus
potencialidades respecto de la aparicidon de la fase pré-estado estacionario de su
actividad ATPasica, si el ''ciclo' enzimdtico de fotcfosforilacidn previo transcurre
a baja velocidad y/o con bajo nivel de energia, tal como lo determina la ausencia

de PMS en esa reaccion.

V.4 Correlacidn entre la cinética de hidrolisis de ATP y el establecimiento del es-
tado de alta energia del cromatéforo.

Dado que el contenido de energia de la membrana parece gobernar el funcionamien-
to del factor de acoplamiento (ver Introduccién), entonces la etapa de la reaccidn
en condiciones de desequilibrio previa a la entrada al estado estacionario podria
estar caracterizada por variaciones de la actividad dependientes del nivel de ener-
gra, tal vez como las detectadas en estos experimentos. Estas variaciones podrian
estar producidas por una auto-modificacidn (estimulacidn) de la actividad cataliti-
ca de la enzima a través de la hidrélisis de ATP, que provoca el bombeo de protones
hacia el interior del cromatdforo y el consecuente aumento de su nivel de energia.

Se ha investigado esta hipStesis, por un lado comparando el curso de la reaccidn
ATP3sica y el de la energizacidon de los cromatéforos mediada por aquella y por otro
lado, correlacionando el efecto ejercido por dos agentes exdgenos, relacionddos con
el nivel de energia de la membrana, sobre este comportamiento particular de la ci-
nética de hidrdlisis de ATP.

Los factores estudiados son:

1) Efecto de la provisidn de energizacidén suplementaria a través del transporte de
electrones fotosintéticos.

2) Efecto de un desacoplante en concentraciones Sptimas para estimular la hidrélisis
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de ATP y en concentraciones altas que provocan inhibicion.

Se estudio de manera paralela la liberacidon de Pi y el ''guenching' de la fluo-
rescencia de la 9-AA (123-125, 51) ambos resultantes de la hidrdlisis de ATP.

En la Fig. 50 se observa que el maximo nivel de ApH, se establece de manera tal,
que la membrana estd casi completamente energizada en el momento en que el periodo
de inhibicidon en la liberacion de Pi estd por teminar. Sin embargo, el nivel de
energia durante la fase de estado estacionario no sufre ninguna variacién sustancial
y no hay indicacidon de fluctuaciones en el cambio de ApH, paralelas al fendmeno des-
cripto en la hidrélisis de ATP.

No se ha podido explicar de qué manera casi un maximo de ''quenching' de la fluo-
rescencia (maximo nivel de energfa) puede coexistir con el estado Inhibido de la
ATPasa.

Se debe sefialar que 10 pM 9-AA no afecta el patrdn de cinética de ATPasa, pero
si provoca un efecto inhibitorio del 40% en el estado estacionario.

Los controles que se muestran en la Fig. 50 son coherentes con el criterio acep-
tado de que el ''quenching'' de la fluorescencia de 1a 9-AA refleja la construccidn
de un gradiente de pH transmembrana. En este sentido, ndtese que la adicidon de oli-
gomicina o FCCP resulta en una recuperacidn del nivel de fluorescencia original.
Esto es el reflejo de una liberacidn neta de los protones que habian sido previamen-
te translocados al interior de la vesicula cromatoférica. La oligomicina bloquea
la actividad translocadora de protones del factor de acoplamiento dependiente de
ATP, inhibiendo concomitantemente la hidrolisis. Por su parte el FCCP aumenta la
permeabilidad de 1a membrana a los H+.

Por otro lado, la luz (en ausencia de PMS) aumenta, s6lo de manera parcial pero
reversiblemente, el ApH construido por la ATPasa.

Estos experimentos muestran que:

1) El rango de tiempo en que varia (aumenta) el nivel de energia (ApH) hasta esta-
blecer un nivel de estado estacionario, es del mismo orden de aquél en que ocurre

todo el comportamiento de pre-estado estacionario en la liberacion de Pi.

2) En el momento en que se presenta la inhibicion de la reaccidn ATPasa, el nivel

de energfa de la membrana es alto, aunque inexplicablemente, ni se colapsa el gra-
diente de protones, cuando estd inhibida ni aumenta aceleradamente al reiniciarse

la reaccidn con el comienzo de la fase estado estacionario de la hidrdlisis.

V.5 Efecto de la luz sobre el fenémeno de jnhibicidn en la fase pre-estado esta-
cionario

Las Figs. 51, 52 y 53 muestran que la luz afecta la actividad ATPasica tal como
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lo han mostrado otros investigadores (147,193,195,198,204-206).

Sin embargo, es interesante notar que la luz afecta la reaccidn de manera dife-
rente dependiendo del preciso instante en el que se la suministra.

Si la luz se provee en el estado inhibido (Fig. 51 a) la duracién de éste se
prolonga, luego la velocidad de hidrélisis aumenta y el sistema sufre un segundo
fendmeno transitorio repitiendo el patrdn inicial de hidrélisis.

A veces, a ese segundo fendmeno le sigue un tren de tres o cuatro fendmenos tran-
sitorios que en todas sus caracteristicas son mas pequefios que aquel (Fig. 52 A).

En cualquiera de los casos, el curso de la reaccién se reestabiliza en un esta-
do estacionario.

En un experimento similar, cuando la luz se apaga durante el estado inhibido

("'plateadu''), la velocidad de reaccién aumenta inmediatamente, sufre una segunda inhi-

bicion transitoria y adopta luego un comportamiento de estado estacionario (Fig. 51 b
y Fig. 53 B).
La Fig. 52 B muestra el efecto de un pulso de luz en el estado estacionario.

Durante el periodo en que la luz estd prendida no se alcanza a observar ningdn efec-
to, sin embargo luego de apagarla, la reaccion se desvia del curso original, repro-
duciendo un fendmeno si ilar, aunque no idéntico, al observado en el pre-estado es-
tacionario.
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% segin los experimentos.
Finalmente y de manera mas controvertida, si la luz se suministra desde el prin-

cipio de la reaccidn, en algunos casos la inhibicidn transitoria no se observa, la

velocidad es mayor y la reaccidn es lineal por lo menos hasta 8 min, ver Fig. 53 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 Sptima para mini izar el fendme-
no transitorio y también producir una activacidén mdxima de la reaccidén (esto no fue
investigado detalladamente).

La interpretacion de estos datos no es obvia. Es mas, se observd 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 enzimatica a través de algin mecanismo no determinado y por otro lado tam-
bién la inhibe, probablemente a través de su contribucion a la retropresidn de HY.
El efecto inhibitorio se reflejaria, 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.
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La posibilidad de una oscilacién (actividad-no actividad) en el funcionamiento
del factor de acoplamiento al hidrolizar ATP (en oscuridad, al iniciarse la reac-

cion (Fig. 45 A, 46 A y 56),0 inducida por la luz en ausencia de PMS (Fig. 52) o en

idénticas condiciones pero agregando PMS 5 uM al prender la luz (no se muestra))es
sugestivamente apoyada por los resultados encontrados en la Fig. 54. E1 mero inter-
calamiento de un periodo de oscuridad en la segunda fase de la fotofosforilacidn

mediada por PMS a baja temperatura, ver Capitulo Ill, provoca que el subsiguiente

curso de la reaccidon se torne oscllante, en el sentido de alternar periodos de ac-
tividad e inactividad o incluso de sintesis e hidrdlisis. Aunque este estudio es
preliminar, el comportamiento general fue reproducido con dos preparaciones de mem-

brana diferentes en las siete oportunidades en que se lo provocs.

Notese que en la Fig. 3 las curvas D y E tienen un desarroilo experimental simi-
lar al de la Fig. 54. Sin embargo, aparentemente no se distinguen los mismos resul-

tados. Esto puede ser debido, muy probabiemente, a que en la Fig. 3 ni la duracidn
de dichas reacciones, ni la resolucidn fueron suficientes como para detectar una
oscilacidn. En efecto, se debe notar que la pendiente ''global' de las curvas Dy
E de la Fig. 54 coinciden con la de la segunda fase de la reaccién A de la misma

figura, tal como ya se mostrd 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 induccidn por FCCP, cuando este se
provee en diferentes momentos de la reaccidén. Una concentracidén Sptima de FCCP

(2 uyM) 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-
mo el periodo de inhibicidn transitoria) desaparece o se atenla notablemente. A al-
tas concentraciones de FCCP que resultan inhibitorias (10 uM) se obtienen los resul-
tados de la Fig. 55 b. En estas condiciones se observa nuevamente la manifestacion
de una fase pre-estado estacionario con un periodo de inhibicidon transitoria. La
reaccioén recomienza con una velocidad que decae hasta estabilizarse en un estado
estacionario que esta inhibido entre un 50% y 70% respecto del control sin desaco-
plante.

Usando las concentraciones Optimas de FCCP, también desaparece la repeticidon 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 sélo sean levemente mayores, el fenémeno reaparece.

Cabe sefialar que el efecto estimulador de un desacoplante sobre la fase estado
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estacionario, titulando con FCCP a los 5 min de haberse desencadenado la reaccidn,
presenta un dptimo de FCCP de 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 observé en la Fig. 50 que el gradiente de Ht inducido por la hidrélisis
de ATP es disipado inmediatamente por una concentracion de FCCP de 10 uM y que el
transporte electronico inducido por la luz tampoco puede reconstruir un gradiente
de protones. El desacoplante colapsa la acumulacidn neta de H* y no se establece
un ApH+.

Por lo tanto, cualquier efecto de la luz, tal como el mostrado en la Fig. 55 b
sobre la actividad de Mg~ATPasa, debe estar mediado por algln tipo de interaccidn
entre el sistema de transporte de electrones y el factor de acoplamiento que no se-
ria afectada por el desacoplante en estas concentraciones. Sin embargo dicha interac-
cion también podria ser un gradiente de protones y entonces se puede postular que
ese gradiente no estd en equilibrio rapido con el espacio osmdtico general del cro-
matéforo dado que este Gltimo estda comunicado con el exterior a través del desaco-
plante, es decir, se trataria de un gradiente de protones intramembrana (mis locali-

zado).

V.7 Discusidn General

Para explicar el curso de la reaccion en la fase pre-estado estacionario se po-
dria proponer en un modelo empirico la coexistencia de dos reacciones que liberan

Pi, que procederian en el tiempo tal como se muestra en la siguiente figura.

Pi

Tiempo
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La caracteristica fundamental del modelo consiste en que la reaccién (a) se
agota luego de un lapso, mientras que la reaccion (b) se mantiene constante, dando
lugar al estado estacionario observado. Ambas reacciones tendrfan un ''lag'" y veloci-
dades de reaccidn susceptibles de variabilidad (flechas). Esta variabilidad podria
depender tanto de la preparacion cromatofdrica, como de los diferentes agentes quimi-
cos y fisicos probados en estos experimentos. Las diferentes combinaciones de las
duraciones de los ''l1ag'" y de las velocidades respectivas porveerian la aparicién,
mas o menos marcada, de todos los tramos de la ‘'fase pre-estado estacionario'’.

Sin embargo, los hechos de que todas las fases de la reaccidon dependen de ATP
exégeno y son sensibles a oligomicina, y que el ''quenching' de la fluorescencia de
la 9-AA (ApH) comienza a establecerse desde el desencadenamiento de la reaccidn, su-
gieren que la liberacion de Pi previa al estado estacionario est3d relacionada con
la hidrélisis de ATP a nivel del factor de acoplamiento, operando de la manera cono-
cida.

En apoyo a esto Gltimo, es de notar que en la gran mayoria de los experimentos
practicamente no hay reaccidon en la fase inhibida ''plateau'’ de manera tal que, si
se acepta la hipotesis de los dos procesos liberadores de Pi, la reaccidn (b) no ha-
bria comenzado aln en el periodo del ''plateau'’ y entonces necesariamente se deberd
aceptar que la primera fase de la curva de liberacién de Pi (hasta la ''inhibicidn'')
tiene que representar una actividad de H*-ATPasa, pues hay intrusion de HY desde
un comienzo, tal como se indicd arriba.

De nuevo, aceptando la hipdtesis de dos reacciones coexistentes, seria compli-
cado explicar, por un lado, porqué la segunda reaccién (curva b) comenzaria sélo lue-
go de un considerable lapso de tiempo de haber finalizado la primera (curva a), y por
otro lado, la aparicién de una nueva fase ''pre-estado estacionario' (que a priori
consideraremos hombéloga a la }nicial) después de un pulso de luz en el ''plateau'’,
ya que entonces habria que aceptar que ademas de reaparecer el fendmeno descripto por
la reaccién (a), se vuelve a frenar la reaccién (b).

A partir de este andlisis se considerd como mas plausible la hipdtesis de que
todo el curso de la reaccidén se cumple a nivel del factor de acoplamiento unido a
la membrana fotosintética y que es un mismo sistema enzimatico el que pasa por perio-
dos de actividad e inactividad.

No estd claro adn, cudl es el grado preciso de participacién tanto de los
protones ''localizados'' como de los ''quimiosmdticos'', en cuanto a intermediarios ener-

géticos, en el funcionamiento de la H*-ATPasa reversible ver Introduccidn |.2.
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Si el fendbmeno transitorio descripto aqui, estd determinado principalmente por
cambios en el contenido de energia de la membrana, la hipStesis quimiosmdtica de a-
coplamiento no puede explicar por s7 isma la existencia de dos niveles diferentes
de actividad (uno activo y otro inactivo, ver Fig. 50) con un contenido de energfa
invariante que deberia ser supuestamente paralelo al ApH observado.

Podria especularse que los protones, ya sean todos o sélo una fraccidn, son ini-
cialmemte bombeados por la ATPasa a un dominio que no estd en equilibrio rapido con
el espacio osmdtico principal. Las bajas temperaturas retardarfan aldn mds dicho
equilibrio.

Por lo tanto, podria ser que la inhibicién de la hidrdlisis ('plateau') fuese
producida por una excesiva acumulacidén de protones en dicho dominio. Se propone que
la duracidon del estado inhibido es proporcional al tiempo requerido para disminuir
la concentracion local de protones. Las vias de disipacidén podrian involucrar al es-
pacio osmdtico como intermediario o podrian ser ''directas'' desde la membrana hacia
el espacio exterior. Es mas, el alargamiento del ''plateau' por la luz, podria ser
la consecuencia de un aumento de protones en el espacio no-osmdtico, prolongando asf
el tiempo requerido para disminuir esta concentracidén local de protones a niveles
permisivos.

Concentraciones Optimas de FCCP pddrian ser capaces de afectar la concentracidn
de H+ en ambos dominios y en especial manteniendo en su nivel 6ptimo a los protones
localizados. Si éste fuera: el caso, altas concentraciones de desacoplante (FCCP 10 pM)
no deberian permitir la aparicidén de protones en concentraciones inhibitorias en el
espacio no-osmdtico, ver sin embargo que en la Fig. 55 b parece ser asi dado que se
repite el patrén de irhibicién.

Considerando este Gltimo resul tado, no se puede ofrecer una explicacidon, a no
ser que se imponga una nueva restriccidn a este modelo de regulacion.

Si no fuese la concentracidn absoluta de los protones localizados en dos domi-
nios diferentes como se propuso arriba, sino en cambio su relacién 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 FCCP o en
ausencia de desacoplante, se observa el ''plateau'’ porque bajo esas condiciones, la
relacién protones no-osméticos/protones osméticos (localizados/no-localizados) ha
aumentado substancialmente alcanzando niveles inhibitorios. En ausencia del desaco-
plante esto ocurre al principio de la reaccién, porque el dominio osmbtico esta ini-
cialmente ''vacio'' de protones.

Con concentraciones altas de desacoplante esta situacidén es la consecuencia de

una alta disipacién de H+ (supuestamente los protones osmdticos dado que el ''espacio
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no-osmotico'’ seri insensible a dichas concentraciones del desacoplante FCCP, ver
V.6. SGlo con una 6ptima velocidad de disipacion de protones osmdticos (obtenida al-
rededor de 1-2 uM FCCP) que establezca una Sptima relacidn de.protones en ambos do-
minios, se podria producir una velocidad de hidrélisis éptima y evitar al mismo tiem-
po el fendmeno transitorio.

Esta suposicion de que protones localizados participan en la operacidn del sis-
tema transductor de energia, est3d de acuerdo con propuestas similares (22,26,27
28,133).

Por otro lado, es interesante mencionar que se estan estudiando diversos modelos

de quimica inorganica, organica y biolégica referentes a ''reacciones oscilantes'' en

los que las concentraciones de reactivos y productos no proceden en el tiempo segin

las leyes cinéticas clasicas (207).
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Figura 44

Presencia de un fendmeno de inhibicidn transitoria en 1a fase ''pre-estado estacio-
nario'' en el curso de la reaccion ATPasica en cromatdforos, a diferentes tempera-
turas.

El pH es 8,0 a todas las temperaturas. La concentracién de cromatSforos es equi-
valente a 14 ug Bchl.mi- 1,

Los graficos de las reacciones a 10°C, 15°C y 20°C estin levemente 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 reaccidn en un intervalo en el que
falta informacidén. Las velocidades de estado estacionario se expresan en umol
Pi.mg Bchl=1.min~1.

Se muestra ademds un grafico de Arrhenius de la velocidad de los estados estacio-
narios. Los dos valores (circulo lleno y vacio) graficados a 40°C son, respecti-
vamente, las velocidades de la primera y segunda fase detectadas en este experi-
mento. La Ea estd expresada en Kcal.mol-1.




S0 M PMS
1 0.03 1
I ’
0 . e - »
% ~
@ ©
= . SIN PMS
- ¢
a Ofsavaa . .
= p —_
g
1 SIN PMS
L)
Ofeyvm—thas S At favitepyorme
L T Ty 71 T T T ¥ T T T Lag Ty T T T T ¥ T -
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0O U 12 13 ¥ 15 16 0O I 2 3 4 5 6 7 @

MINUTO

Figura 45

Efecto de un inhibidor de la transferencia de energia (oligomicina) y dependencia
de ATP exdgeno en el curso de la reaccidon de la ATPasa.

A y B- Inhibicién por oligomicina 10 uM. Se preincuban los cromatdforos (27 ug
Bchl.ml-1) a 10,5°C durante 10 min en oscuridad en mezcla de reaccion de ATPasa
sin ATP. El control A, se preincuba en presencia de 1 pl MeOH.ml~! mientras que
B se preincuba en presencia de oligomicina (disuelta en MeOH) 10 uM (representa

1 ul.ml-1 de mezcla de reaccidn). En ambos casos, la reaccidn se desencadena a

la misma temperatura, con el agregado de 2 mM ATP. La velocidad del estado esta-
cionario se expresa en umo! Pi.mg Bchl-l.min"1.

C, Dy E- La medicién de Pi se hace incubando cromatéforos (45 ug Bchl.ml~1) a
31°C en ausencia de ATP, C- La incubacion se hace en oscuridad. D- lgual que C
hasta los 50 seg, momento en que se prende la luz, manteniéndosela hasta el final
del experimento. E- lgual que D, pero todo el experimento transcurre en presencia
de 50 uM PMS.

La flecha indica el momento en que se prende la luz. La reaccidn se lleva a cabo
en una mezcla Gnica y el sistema de iluminacidn es el descripto para ese caso en
'"Materiales y Métodos'', ver Il.12.
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Figura 46

Efecto de distintas relaciones ATP/Mg2+ sobre el curso de la reaccion ATP3sica
de cromatoforos.

Ay B son dos preparaciones de cromatéforos diferentes. En ambos casos, la concen-
tracién de cromatéforos es equlvalente a 26 ug Bchl.ml-1.

A- Temperatura = 10°C. B- Temperatura = 5°C.

Los experimentos hechos con cada preparacidn fueron reallzados en el mismo dia.

En el caso B (2 mM ATP-2 mM Cl2Mg) se estudid sOlo la primera fase.

Las velocidades se expresan en umol Pi.mg Bchl-1l.min-1.
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Figura 47

Hidrélisis de ATP llevada a cabo por cromatéforos y por una preparacidén soluble
con actividad ATPasica (F1J).

A- La reaccién es llevada a cabo por cromatdforos (19 ug Bchl.ml~1) en la mezcla

de reaccidon standard.

B, Cy D- La reaccién es llevada a cabo por la preparacidn soluble libre de mem-
brana ( concentracidn final = 220 ug proteina.ml~1), ver 'Materiales y Métodos"
(11.3). B se desarrolla en la mezcla de reaccién standard, mientras que en C y

D el Cl2Mg es reemplazado por Ci2Ca en concentracién 4 mM. La 1inea punteada es,
en cada caso, un curso de reaccion probable.

En todos los casos la velocidad del estado estacionario se expresa en umol Pi.ml-1,
La Ea estimada a partir de las reacciones C y D es 21,4 Kcal.mol-1.

La reaccion D muestra una velocidad idéntica a la registrada para F1 de Rps. capsu-
lata en ( 112),
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Figura 48

Efecto de un pretratamiento de los cromatéforos con Triton X-100 sobre la reaccidn
ATP3sica a 11°C.

Previo a la reaccidon, se prelncuban los cromatéforos (0,23 mg Bchl.m1™1) con las
concentraciones (v/v) de Tritén X-100 indicadas en la figura durante 15 min en
hielo y oscuridad. Inmediatamente luego del agregado de Tritdn X-100, la suspen-
sion de cromatoforos se torna mas cristalina. La concentracidén final de los croma-
téforos en la mezcla de reaccién es equivalente a 23 ug Bchl.ml~1, mientras que

la de Triton X-100 es 0%, 0.02% y 0.04% en cada caso. La velocidad del estado es-
tacionario se expresa en umol Pi.mg Bchl-1.min-1.
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Figura 49

Reproducibilidad de la fase pre-estado estacionario de la reaccidén ATPasa de cro-

matéforos luego de una preincubacidon en condiciones de ATPasa o/y fotofosforila-
cion. Ver la leyenda en la pag.172.




Figura 49 (Leyenda)
Reproducibilidad de la fase pre-estado estacionario de la reaccion ATPasa de cro-
matoforos luego de una preincubacion en condiclones de ATPasa o/y fotofosforilacidn.

Luego de los diferentes pretratamientos se trasladan las mezclas de reaccidn al
hielo y oscuridad. Los cromatéforos se recuperan por ultracentrifugacidon a través
de 10 ml de un ''colchdn'' de sacarosa 20% (p/v) en 'buffer de sonicacidn'' en un
rotor 60 Ti a 250.000 g por 60 min. Los cromatéforos se resuspenden en ''buffer

de sonicacion' y seguidamente se llevan a cabo las mediciones de ATPasa. Cada gru-
po de experimentos se hace en el mismo dia. A-B-C, D-E y F-G-H son experimentos
hechos con 3 preparaciones de cromatéforos diferentes, respectivamente. Todos los
experimentos fueron reproducidos 2-3 veces con 2 preparaciones de cromatéforos 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 {nico ''pool' en un vaso de incubacidn
tal como el descripto en ''Materiales y Métodos' (11.12)y se ilumina de la manera
mencionada para ese caso.

A, By C- La temperatura de reaccion a la cual se estudian las diferentes membra-
nas pretratadas es 11°C y la concentracién de cromatéforos es equivalente a 20 ug
Bchl.ml-1,

Pretratamientos:

A- Los cromatéforos se preincuban en oscuridad en 'buffer de sonicacidn'' (43 ug
Bchl.m1=1) a 10°C por 10 min.

By C- Los cromatSforos se preincuban en oscuridad en mezcla de reaccidn de ATPasa
a 10°C durante 10 min. Luego de ultracentrifugar como se indicé arriba se los in-
cubd en mezcla de reaccidén de fotofosforilacidn conteniendo 50 uM PMS a 30°C du-
rante 10 min en oscuridad (B) o con luz (500 W) (C). Luego de este tratamiento
los cromatéforos son nuevamente recuperados por ultracentrifugacion.

Dy E- La temperatura de reaccion a la cual se estudian las diferentes membranas
es 10°C y la concentracién de cromatéforos equivalente a 20 ug Bchl.ml-1,
Pretratamientos:

D- La reaccion se desencadena sin pretratamiento de los cromatéforos.

E- Los cromatéforos fueron preincubados en mezcla de ATPasa durante 6 min en os-
curidad a 10°C. Luego fueron recuperados por ultracentrifugacion.

F, Gy H- La temperatura de reaccidn a la cual se estudian las diferentes mem-
branas pretratadas es 15°C y la concentracién de cromatéforos equivalentes a
8,7 ug Bchi.ml-1,

Pretratamientos:

F- Los cromatdforos fueron preincubados en oscuridad en ''buffer de sonicacion'
a 30°C durante 10 min.

G- lgual que F pero en mezcla de fotofosforilacién sin PMS.

H- Ilgual que G pero en presencia de luz.
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Figura 50

Comparacidn entre las curvas de tiempo de la liberacion de Pi y del ''quenching'
de la fluorescencia de la 9-AA inducido por ta hidrolisis de ATP por la H*-ATPasa
de los cromatoforos.

Hidrélisis de ATP. La mezcla de reaccidn es la descripta en ''Materiales y Métodos''
La reaccidn se desencadena por el agregado de cromatéforos (20 ug Bchl.ml-1) y

se lleva a cabo a dos temperaturas ( e—e—215°C) y ( 0o—o 0 30°C). Los
numeros en paréntesis indican la velocidad de ''estado estacionario'' de la hidré-
lisis en umol Pi.mg Bchl-1.min"1.

""Quenching'' de la 9-AA. La composicidn de la mezcla de reaccidn es la descripta

en ''Materiales y Métodos''. Donde se indica se inicid la reaccidén con el agregado
de ATP 2 mM ( ). Se muestra ademds la respuesta de la adicidén en dos pasos

de FCCP hasta 10 uM (—r———— ) y también el efecto, dependiente del tiempo, de
oligomicina 10 uM (--------- ). Donde se indica se prende (''on'') y se apaga (''off'')
la luz actinica. La concentracidén de cromatéforos es en todos los casos 20 ug
Bchl.ml-1. La reaccién se lleva a cabo a 15°C.
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Figura 51

Efecto de la luz sobre la actividad Mg-ATP3sica de cromatéforos (1).

a. Efecto de la luz suministrada durante el estado inhibido y mantenida hasta el
final 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 iluminacidén es el des-
cripto para los experimentos medidos con una mezcla de reaccidn dnica, ver 'Mate-
riales y]Métodos” (11.12). La concentracidén de cromatéforos es equivalente a 30 ug
Bchl.ml- 1,

En ambas figuras las curvas punteadas representan el mismo control de actividad
ATPasica desarrollada totalmente en oscuridad y estan levemente desplazadas hacia
abajo por razones de claridad.

Los nimeros en paréntesis indican la velocidad de ''estado estacionario' de la hi-
drélisis en umol Pi.mg Bchl~1.min-1. 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-ATPasica de cromatdforos (I1).

A- La reaccidn ATPasica transcurre en oscuridad hasta que se prende la luz en un
momento medio del ''plateau''.

B- La reaccion ATPasica transcurre en oscuridad y en el estado estacionario se
provee de un pulso de luz de 1 min.

A y B son dos preparaciones de membrana diferentes y en ambos casos la concentra-
cién de cromat6foros es equivalente a 15 ug Bchl.ml-1. La temperatura es 15°C y

el pH es 8,1. Las flechas blancas y negras indican el momento en que se prende

y apaga la luz respectivamente. Las reacciones se llevan a cabo en un vaso de reac-
cién dnico y el sistema de iluminacldn es el descripto para ese caso en ''Materia-
les y Métodos', ver |1.12. La linea punteada es el curso de la reaccidén llevada

a cabo enteramente en oscuridad. Las velocidades se expresan en umol Pi.mg Bchl-1,.
min~1. Las curvas enteras estan desplazadas hacia arriba por razones de claridad.
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F'gura 53

Efecto de la luz sobre la actividad ATP3sica de cromatéforos (111).

A, B, C y D- La concentracién de cromatéforos es equivalente a 18 ug Bchl. ml~1

y la temperatura es 22°C. Las cuatro reacciones se hacen en el mismo dia con una
misma preparacidon cromatofdrica.

E- La concentracidn de cromatdforos es equivalente a 30 ug Bchl.ml=1 y la tempe-
ratura es 12°C. La preparacidn de cromatSforos en este caso es diferente a la u-
sada en A-D. '

Las flechas blancas y negras indican el momento en que se prende y se apaga la

luz respectivamente. La velocidad del estado estacionario se expresa en umol Pi.
mg Bchi-1.min-1.

A- La reacci6n se desencadena con cromatéforos y transcurre en oscuridad.

B- La reaccidn transcurre como en A (sin ser registrada) hasta los 2 min (mitad
del 'plateau''), momento en que se provee un pulso de luz de 1 min, para posterior-
mente continuar la reaccidn en oscuridad. El dibujo est3d ligeramente desplazado
hacia arriba por razones de claridad.

C- Los cromatdforos son preiluminados a 22°C, durante 2 min, en mezcla de reaccidn
de ATPasa sin ATP. Dos segundos antes de apagar la luz se agrega 2 mM ATP y se
prosigue la reaccidon en oscuridad.

D- igual que A, pero la reaccidon se desencadena con cromatéforos estando la luz
prendida.

E- Como D, pero con otra preparacidn cromatoférica. Esta reaccidon pertenece al
mismo experimento que las mostradas en la Fig. 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 reaccidn es desarrollada en un vaso de reaccidn
Gnico. Para cada uno de los casos, se usa el respectivo sistema de -iluminacion
descripto en ''Materiales. y Métodos', ver 11.12.
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Figura 54
Potencialidad de oscilacion del curso de la reaccidn de fotofosforilacién a baja
temperatura (3°C). Ver la leyenda en la pag. 1/8.
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Figura 54 (Leyenda)
Potencialidad de oscilacion del curso de la reaccién de fotofosforilacién a baja
temperatura (3°C).

A- La reaccidn se lleva a cabo en condiciones standard a 3°C y a pH 8,7. Illumina-
cidn standard: 2 bombas de 150 W. En el rango comprendido entre 6 y 10 min la reac-
cién se mide a intervalos de 15 seg. La barra vertical en el min 6 indica la dis-
persion experimental de 10 ensayos idénticos en tubos ubicados a lo largo de la
gradilla de incubacidn. No se encontrd ninguna regularidad de la dispersidn en
funcidn de la posicidn en la gradilla.

B, C, Dy E- Estas reacciones transcurren como en A hasta los tiempos indicados

y seguidamente se interrumpe la luz manteniéndose la incubacidn a la misma tempe-
ratura (3°C) y en oscuridad durante 5 min (sin medir la reaccidn): ''tratamiento
de oscuridad''. A continuacidn se reinicia la medicidn 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- lgual que A hasta los 6 min. Luego del ''tratamiento de oscuridad'' se mide la
reaccién durante 4 min adicionales en oscuridad. Se observa una leve actividad
ATPasica.

C- lgual que A hasta los 7 min. Se aplica el ''tratamiento de oscuridad' y en el
min 4 de ese intervalo se agrega 4 uM FCCP para luego del 5° min reiniciar la ilu-
minacién y medicidn de la reaccién durante 4 min adicionales.

D- Igual que A hasta los 4 min. Luego del '"tratamiento de oscuridad'' se reinician
la iluminacidn y la medicidn de la reaccidn durante 16 min adicionales.

E- Igual que A hasta 6 min. Luego del ''tratamiento de oscuridad'' se reinician

la iluminacidon y la medicidn durante 14 min adicionales.

Las velocidades se expresan en umol ATP.mg Bchl-1.min-1. Para cada reaccién se
indica la escala correspondiente. Ver comentarios en V.5.
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Figura 55

Efecto de un desacoplante sobre la actividad Mg-ATPasica de membrana.

a. Efecto de FCCP 2 pM suministrado en diferentes momentos de la curva de tiempo
T(flechas verticales). La curva punteada (control) es la actividad ATPasica en au-
sencia de desacoplante. En todos los casos la reaccidon se lleva a cabo en oscuri-
dad. La concentracidn de cromatéforos es 18 ug Bchl.ml-1.

b. Efecto de FCCP 10 uM presente desde el comienzo de la reaccién (e——e—eo).
Donde se indica ("on'") se prende la luz y se la mantiene prendida hasta el final
del experimento (p——o~——o). E| sistema de iluminacién es el descripto en ''Materia-
les y Métodos''(11.12) para el caso de una mezcla de reaccién dGnica. La concentra-
cidén de cromatdéforos es equivalente a 16 pug Bchl.mi-1 y la curva punteada (control
en ausencia de desacoplante) fue dibujada desplazada levemente hacia abajo por
razones de claridad.

En ambos casos la temperatura es de 15°C. Los nimeros en paréntesis indican la
velocidad del 'estado estacionario' de la hidrdlisis en umol Pi.mg Bchl-1.min-1.
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Figura 56

Existencia de un ''tren'' de fases ''pre-estado estacionario' en algunas preparacio-
nes cromatoforicas. Efecto de un desacoplante (FCCP).

La temperatura es 10,5°C y la concentracidn de cromatéforos es equivalente a
26 ug Bchl.mi~1. Las curvas de tiempo estan desplazadas verticalmente por razones
de claridad.

En el recuadro interno se grafican las velocidades de los estados estacionarios
de este experimento (umol Pi.mg Bchl-1.min~1) en funcién de la concentracidn del
desacoplante.



VI Resumen y conclusiones

En esta Tesis se estudia el efecto de la temperatura sobre la reaccidn de sin-
tesis y de hidrolisis de ATP llevadas a cabo por cromatéforos de la bacteria foto-

sintética Rhodospirillum rubrum. E! método de estudio fundamental consiste en el

analisis de las curvas de tiempo de ambos tipos de reaccidn. El modo de registro

32

es discontinuo, midiéndose la incorporacion de ““Pi a ADP en el primer caso y deter-

minandose colorimétricamente Pi en el segundo.

Capitulo Il

La reaccidon de fotofosforilacion mediada por PMS catal izadapor cromatéforos de
R. rubrum sufre, a bajas temperaturas (3°C), una inhibicidén en su curso luego de
ca. 1 min de su desencadenamiento. En cambio, a altas temperaturas (20-30°C) no se
observa ninguna pérdida de la velocidad inicial hasta 3-4 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 ecuacidén 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 fendmeno son las siguientes:
- La inhibicion estd determinada por la baja temperatura pero sGlo si los cromaté-
foros llevan a cabo la reaccidn de fotofosforilacidén. Por otro lado, no se debe ni
a una desaturacion de sustratos ni a una inhibicién por producto.
- No es el efecto directo de una accidn del PMS a baja temperatura. Este mediador
redox s6lo facilitaria la velocidad de transporte electrénico ciclico, contribuyen-
do a establecer asi un alto nivel energético en el cromatéforo.
- Una vez producido el fendmeno, el grado de inhibicidn es irreversible ante una
transicidn a alta temperatura.
- También es irreversible frente a un '"lavado' de la membrana recuperandola por ul-
tracentrifugacion.
- E1 hecho de que la primera fase de reaccién a baja temperatura sea rectilinea y
que antes que se produzca la inhibicién, tanto una transferencia a 30°C como una
recuperacidn por ultracentrifugacion de los cromatoforos muestra una actividad idén-
tica a la del control (no inhibida), sugieren que la reaccién de la primera fase
transcurre sin cambios de ningln tipo. Sin embargo, hay evidencias de que durante
la primera fase se producen fendémenos no detectables en la actividad propia de dicha
fase pero que son irreversibles frente a una interrupcidn de la reaccién por apagado de

la luz, por lo menos a baja temperatura y en tiempos cortos (''Fendmeno acumulativo'').
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- Se puede retrasar la apari¢ion de la inhibi¢ion si se disminuye la intensidad

de la luz o si se agregan concentraciones subsaturantes del desacoplante FCCP. Es-
to ocurre, respectivamente, sin que cambie la velocidad de la fase inicial o dismi-
nuyendo s6lo de manera parcial. Con intensidades de luz limitantes, con concentra-
ciones de FCCP que inhiben un 50% la velocidad, en ausencia de PMS y en general,

en condiciones de desoptimizacidn de la velocidad de reaccidon no se observa la inhi-
bicién estudiada.

- Luego de recuperar los cromatéforos por ultracentrifugacion, las membranas pretra-
tadas por haber fotofosforilado a baja temperatura tienen las mismas caracteristi-
cas cinéticas aparentes (comportamiento hiperbdlico) que las membranas control res-
pecto de Pi, siendo la Gnica diferencia un 50% de inhibicién en la Vmax. En cambio,
la curva de saturacidn aparente de ADP se transforma en sigmolide mientras que la

del control es hiperbdlica. También en el caso de ADP la Vmax estd un 50% inhibida.
- Las caracteristicas de saturacidn de las reacciones de hidrélisis de ATP consti-
tutiva e inducida por concentraciones dptimas del desacoplante FCCP de las membra-
nas pretratadas, se transforman en ligeramente sigmoides, mientras que las de la
membrana control son ambas hiperbSlicas. Sin embargo, sélo la Vmax de la actividad
inducida por el desacoplante en la membrana pretratada queda modificada (30% inhibida).

La interpretacion general del fendmeno es que el sistema global de fotofosfori-
lacidén sufre un cambio funcional irreversible cuando la reaccidn de fotofosforila-
cién transcurre en condiciones en las que el nivel de energia de la membrana es alto
y, segin algunas evidencias, probablemente mayor que el necesario para mantener una
velocidad maxima de sintesis de ATP.

Se propone que el desbalance entre el "input'' de energia y la maxima velocidad
de disipacidn a través de la reaccidn de sintesis de ATP y la consecuente ''sobre-
energizacion'' estaria dado por una diferente dependencia respecto de la temperatura
de las reacciones de fosforilacion y de transporte de electrones, de manera tal que,
en las condiciones experimentales estudiadas, la ''sobreenergizacidon' se producirf
s6lo a baja temperatura.

Como las caracteristicas aparentes de saturacion de ADP, en el caso de la reac-
cidon de sintesis, y de ATP, en el de hidrdlisis, son diferentes en los cromatéforos
""inhibidos'' respecto de los ''controles'' se sugiere que en el fendmeno de inhibicidn
podria estar involucrado un cambio conformacional irreversible a nivel del factor
de acoplamiento.

Para contrastar la hipotesis general de esta investigacidn, se deberTa estudiar
la dependencia de la temperatura de los parametros de energizacion de la membrana:

midiendo el cambio de pH externo, la intrusidén de H* y fluorimétricamente, el ApH
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y el Ay transmembrana. El resultado, de ser coherente con la hipdtesis, deberia mos-
trar a bajas temperaturas respecto de altas un mayor tenor de energia de la membra-

na en relacion con la velocidad de fotofosforilaciodn.

Capitulo 1V

En este Capitulo se analizan las caracteristicas de los graficos de Arrhenius
(dependencia de la temperatura) de las reacciones sintesis y de hidrélisis de ATP
catalizadas por cromatéforos.

Se estudia la reaccidn de sintesis en diferentes condiciones de transporte de
electrones ciclico. Estas son la condicidn endégena (ausencia de mediadores redox)

y la que surge de la presencia de los agentes redox artificlales PMS y TMPD.

La reaccidn de hidrélisis en oscuridad se estudia en ausencia y en presencia
de concentraciones dptimas de un desacoplante (FCCP) que estimulan entre 2 y 4 ve-
ces la actividad.

Para que los graficos de Arrhenius no reflejasen artificios se determinaron las
condiciones Optimas de reaccidén para todas las actividades a dos temperaturas extre-
mas del rango estudiado, respecto de los parametros pH, concentracién de desacoplan-
te, concentracion de mediadores redox y grado de saturacién 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 sefialados, hace conciuir
que es sumamente importante un estudio exhaustivo de este tipo para estudiar la de-
pendencia de la temperatura..

Tanto la reaccion de hidrélisis constitutiva como la inducida por FCCP no mues-
tran discontinuidades en la pendiente del grafico de Arrhenius y tiene ambas la mis-
ma energia de activacidon. Asi, y en contraposicion a propuestas de otros autores,
se descarta la existencia de un efecto de transicion de fase de lipidos detectable
en un grafico de Arrhenius de la actividad ATPasa. Por otro lado se sugiere que, co-
mo la Ea es la misma en ambas reacciones, el paso limitante también serfa el mismo
y que el estimulo de la velocidad se deberia s6lo a la eli inacién de la retropre-

sién de producto (H+).
La actividad de fotofosforilacidon endégena muestra un grafico de Arrhenius

complejo con intervalos de temperatura de muy baja energia de activacidon. El com-
portamiento depende tanto de la preparacidon cromatoférica particuTar como de su

edad y del ambiente redox en que se desarrolla la reaccidn. Como la actividad de
fotofosforilaclidn puede ser estimulada con PMS o TMPD unas 10 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 ''turnover"
del factor de acoplamiento no es un paso limitante en esas condiciones.

En cambio, las representaciones de Arrhenius de las actividades mediadas por
PMS o por TMPD muestran un comportamiento rectilineo siempre que se usen concentra-
ciones saturantes de los agentes redox.

Se sabe, por la informacidon del Capitulo |Il que a bajas temperaturas el paso
limitante de la fotofosforilacidon seria el factor de acoplamiento. De manera tal
que la energia de activacion observada seria la de algin fendmeno limitante a nivel
de dicho factor. Sin embargo, al disminuir la velocidad mediante una atenuacidn
de la intensidad de la luz se observa, en un rango estrécho 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 comparacidn con el
diferente comportamiento del sistema enddgeno, en términocsde un distinto mecanismo
de acoplamiento segin la reaccidn de fosforilacidon esté mediada por el sistema en-
dégeno 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 acd se concluye, de acuerdo con el consenso general
de la bibliografia, que la interpretacidn de los graficos de Arrhenius estd frecuen-
temente sometida a gran controversia y muy especialmente en casos como los estudia-
dos aqui, donde la actividad enzimatica es parte de un sistema acoplado de muchos

componentes y dependiente asT de numerosos factores.

Capitulo V

En esta parte se estudia el curso de la reaccion de hidrélisis de ATP de croma-
t6foros desde tiempos muy cortos desde su desencadenamiento (5-10 seg).

A temperaturas relativamente bajas, (5°C-20°C) dependiendo de la preparacidn
cromatofdrica, la actividad de H*-ATPasa de membrana muestra un comportamiento ci-
nético complejo. Inicialmente la reaccidén muestra un ''lag'' seguido de un aumento
de la actividad, la cual alcanza un maximo para luego disminuir y entrar en un es-
tado inhibido transitorio. Este Gl1timo dura un tiempo variable de 1-3 min, luego
la reaccidn entra en un estado estacionario caracterizado por un comportamiento lineal.

A temperatura alta (mayor de 30°C) todo este comportamiento pre-estado estacio-
nario estd sumamente atenuado o no existe, observandose sélo una velocidad de hi-
drélisis constante.

La presencia de Mg*2 libre afecta la velocidad pero no la aparicién del fend-
meno. Todas las fases de la reaccidn son dependientes de ATP exdgeno 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 reaccidn y puede ser reproducido con membranas que sufrieron
pretratamientos de ATPasa o/y de fotofosforilacidon mediada por PMS. Es decir, no
se agota con un ''ciclo' de reaccidon. Sin embargo, cuando el pretratamiento por fo-
tofosforilacidon ocurrid en ausencia de PMS, no se.pudo reproducir luego el compor-
tamiento preestado estacionario; no se tiene una explicacién obvia para esto.

El fendmeno descripto no se encuentra cuando el factor de acoplamiento estd
solubilizado (fraccién Fy del complejo) o cuando la membrana es desorganizada por un
pretratamiento con un detergente (Tritdn X-100 0,4%).

La fase pre-estado estacionario puede repetirse mads de una vez presentandose
entonces, fases de actividad-inactividad que se suceden en el tiempo amortiguando-
se hacia un estado estacionario. Esto puede ocurrir luego del desencadenamiento
de la reaccidn en oscuridad o de manera inducida por la luz. Por otro lado, también
se tienen evidencias de que pueden existir oscilaciones ("actividad-inactividad' o
"'sintesis-hidrélisis netas') en el curso de la reaccidén de fotofosforilacidén a ba-
ja temperatura, luego de un pretratamiento de luz y oscuridad.

Estudios del curso de la energizacidn (medida como el establecimiento del ApH
transmembrana), establecida por la hidrélisis de ATP, indican que el rango de tiem-
po en el que se establece el maximo nivel de energia es del mismo orden del lapso
en el que transcurre toda la fase pre-estado estacionario de ATPasa, sugiriendo asfT
que las variaciones descriptas en la hidrdlisis de ATP podrian deberse a efectos
regulatorios transitorios determinados por el contenido cambiante de la energfa
de la membrana.

Por otro lado, las respuestas que provee el curso de la reaccidn, tanto en la
fase prerestado estacionario como en la estacionaria, al suplemento de energia por
el transporte electronico fotosintético o al colapso parcial o total del estado
energizado por el agregado de desacoplantes, hacen proponer,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 reaccidon H+-ATPasa.

/ W,W
. 3 %

—_ .



vIil.

£ w

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24,

. Mitchell,
. Mitchell,
. Mitchell,

P
P
P
. Mitchell, P.
P
P
P
. Crofts, A.R.

-186-

BIBLIOGRAFIA

. Trebst, A. and Avron, M. (eds.) (1977) Photosynthesis |. Photosynthetic electron

transport and photophosphorylation. en Encyclopedia of Plant Physiology. N.S.
5. 730 pp. Springer Verlag, Berlin. Heidelberg.

Clayton, R.K. and Sistrom, W.R. (eds.) (1978) The Photosynthetic Bacteria.pp.946.
Plenum Press New York.

. Trebst, A. and Avron, M. (1977) Introduction. pp. 1 en (1)
. Barber, J. (ed.) (1982) Electron transport and photophosphorylation. Elsevier

Biomedical Press.

Stater, E.C. (1977) Ann. Rev. Biochem. 46: 1015,
. Slater, E.C. (1953) Nature 172: 975.

Chance, B. and Willjams, G.R. (1956) Adv. Enzymol. 17: 65.
. Mitchell, (1976) Biochem. Soc. Trans. h4: 399.

Mitchell, (1977) Ann. Rev. Biochem. 46: 996.

Mitchell, 1961) Nature 191: 144,

(
(1966) Biol. Rev. Camb. Phil. Soc. 41: 445,
(1974) Biochem. Soc. Trans. 2: 31.

(1974) Febs Lett. 43: 189.
(1977) Febs Lett. 78: 1.

and Wood, P.M. (1978) Photosynthetic Electron Transport Chains
of Plants and Bacteria and their Role as Proton Pumps. Curr. Top. Bioenerg.

1: 175.

Jagendorf, A.T. and Uribe, E. (1966) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 55: 170.
Schuldiner, S. (1977) Acid base ATP synthesis in chloroplasts. pp. 416 en (1).
Galmiche, J.M. (1977) Post-illumination ATP formation. pp. 374 en (1)
Gromet-Elhanan, Z. and Leiser, M. (1975) J. Biol. Chem. 250: 90.

Williams, R.J.P. (1961) J. Theor. Biol. 1: 1.

Williams, R.J.P. (1974) Febs Lett. 53: 123.

Williams, R.J.P. (1978) Febs Lett. 85: 9.

Bertina, R.M., Schrier, P.l. and Slater, E.C. (1973) Biochim. Biophys. Acta

305: 503.

Baum, H.; Hall, G.S.; Nalder, J. and Beechey, R.B. (1971) en Energy transduction
in Respiration and Photosynthesis (E. Quagliariello; S. Papa; C.S. Rossi, eds.)
pp. 747. Adriatica, Bari.



25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

32.
33.
34.

35.
36.

37.
38.

39.
Lo.

41.
42,

43,
Ly,
45.

46.
7.
48,
49.

50.
51.
52.

53.

-]37_

Higuti, T.; Arakaki, N. and Hattori, A. (1979) Biochim. Biophys. Acta 548: 166.
Hitchens, G.D. and Kell, D.B. (1982) Biochem. J. 206: 351.

Venturoli, G. and Melandri, B.A. (1982) Biochim. Biophys. Acta 680: 8.

Baker, G.M.; Bahtnagar, D. and Dilley, R.A. (1982) J. Bioenerg. Biomem. 14: 249,
Hong, Y.Q. and Junge, W. (1983) Biochim. Biophys. Acta (1983) 772: 197.

Abbott, M. and Dilley, R.A. (1983) Arch. Biochem. Biophys. 222: 95.

Boyer, P.D. (1965) en Oxidases and related redox systems (T.E. King, H.S.
Mason and M. Morrison) 2: 994. Wiley, New York.

Ryrie, |.J. and Jagendorf, A.T. (1971) J. Biol. Chem. 246: 3771.

Ryrie, I.J. and Jagendorf, A.T. (1972) J. Biol. Chem. 2L47: 4453,

Chang, T.M. and Penefsky, H.S. (1973) J. Biol. Chem. 248: 2746.
Bakker-Grunwald, T. and Van Dam, K. (1974) Biochim. Biophys. Acta 347: 290.

Van de Stadt, R.J.; De Boer, B.L. and Van Dam, K. (1973) Biochim. Biophys.
Acta 292: 338.

Harris, D.A. and Slater, E.C. (1975) Biochim. Biophys. Acta 387: 335.

Quagliariello, E.; Papa, S.; Palmieri, F.; Slater, E.C. and Siliprandi, N.
(eds.) (1975) Electron Transfer Chains and Oxidative Phosphorylation. Else-
vier, Amsterdam.

Harris, D.A. and Slater, E.C. (1975) pp. 379. en (38).

Boyer, P.D. (1974) en Dynamics of energy-transducing membranes (L. Ernster;
R.W. Estabrook and E.C. Slater, eds.) pp. 389. Elsevier, Amsterdam.

Boyer, P.D.; Smith, D.J.; Rosing, J. and Kayalar, C. (1975) pp. 361 en (38).

Boyer, P.D.; Cross, R.L. and Momsen, W. (1973) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
70: 2837.

Boyer, P.D. (1975) Febs Lett. 58: 1.
Boyer, P.D. (1977) Trends. Biochem.Sci. 2: 38.

Slater, E.C. (1974) en Dynamics of energy-transducing membranes. (L. Ernster,
R.W. Estabrook and E.C. Slater, eds.) pp. 1. Elsevier, Amsterdam.

Maloney, P.C. (1982) J. Membrane Biol. 67: 1

Krogmann, D.W. (1977) Blue-Green Algae. pp. 625 en (1).
Frenkel, A.W. (1970) Biol. Rev. 45: 569.

Kaplan, S. (1978) Control and Kinetics of Photosynthetic Membrane Development.
pp. 809 en (2).

Pardee, A.B.; Schachman, H.K. and Stanier, R.Y. (1952) Nature 169: 282.
Baccarini-Melandri, A. and Melandri, B.A. (1978) Coupling Factors. pp. 615 en (2).

McCarty, R.E. (1977) Energy transfer inhibitors of Photophosphorylation in
chloroplasts. pp. 437 en (1).

Junge, W. (1977) Physical aspects of light harvesting, electron transport and
electrochemical potential generation in Photosynthesis of green plants. pp.
59 en (1).



54,
55.
56.
57.
58.
59.

60.
61.

62.

63.

6l .

65.
66.
67.
68.
69.
70.

71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.

78.
79.

-188-

Frenkel, A.W. (1954) J. Am. Chem. Soc. 76: 5568.
Arnon, D.l.; Allen, M.B. and Whatley, F.R. (1954) Nature 174: 394.

Fernandez Moran, H. (1962) Circulat

jon Zé: 1039.

L6w, H. and Afzelius, B.A. (1964) Exp. Cell. Res. 35: L31.

Kagawa, Y. and Racker, E. (1966) J.

Baccarini-Melandri, A.; Gest, H. and San Pietro, A. (1970) J. Biol. Chem. 245:

1224,

Biol. Chem. 241: 2475,

Johansson, B.C. and Baltscheffsky, M. (1975) Febs Lett. 53: 221.

Berzborn, R.J.; Johansson, B.C. and
Acta. 396: 360.

Racker, E. (1970) Function and Structure of the inner membrane of mitochondria
itochondria and Chloroplasts (E. Racker, ed.)

and chloroplasts. en Membranes of M
pp. 127. Van Nostrand Reinhold, New

Baltscheffsky, M.; Baltscheffsky, H.

Mechanistic Aspects on Coupling and

pp. 249 en (4).

Melandri, B.A.; Baccarini-Melandri,

Studies on resolution of the photophosphorylating systems of the photosynthetic

Baltscheffsky, M. (1975) Biochim. Biophys.

York.
and Boork, J. (1982) Evolutionary and

Phosphorylation in Photosynthetic Bacteria.

A.; Gest, H. and San Pietro, A. (1971)

bacterium Rhodopseudomonas capsulata. in Energy transduction in Respiration

and Photosynthesis (E.Quagliariello
Adriatica Editrice, Bari, Italia.

Nelson, N. (1977) Chloroplast Coupl

,» S. Papa and C.S. Rossi, eds.) pp. 593.

ing Factor. pp. 393 en (1)

Bengis-Garber, C. and Gromet-Elhanan, Z. (1979) Biochem. 18: 3577.
Oren, R. and Gromet-Elhanan, Z. (1977) Febs Lett. 79: 14%Z.

MUller, H.W. and Baltscheffsky, M.
Hoppe, J. and Sebald, W. (1981) en

Baltscheffsky, H. and von Stednigk,
Commun. 22: 722,

(1979) Z. Naturforsch. 34 c: 229.
(63).
L.V. (1966) Biochem. Biophys. Res.

Fisher, R.R. and Guillory, R.J. (1969) Febs Lett. 3: 27.

Keister, D.L. and Yike, N.J. (1967)
Baltscheffsky, M. (1967) Biochem. B
Keister, D.L. and Yike, N.J. (1967)

Biochem. 6: 3847.

iophys. Res. Commun. 28: 270.

Arch. Biochem. Biophys. 121: 415,

Moyle, J.; Mitchell, R. and Mitchell, P. (1972) Febs Lett. 23: 233.
Baltscheffsky, M. (1969) Arch. Biochem. Biophys. 130: 646.

Kell, D.G. and Morris J.G. (1981) Proton-coupled membrane energy transduction:
pp. 339. en (136).

Path ways, mechanisms and control.

Roy, H. and Moudrianakis, E.N. (1971) Proc. Natl. Acad. Sci USA, 68: L6k,

Harris, D.A. and Baltscheffsky, M.
§é: 1248,

(1979) Biochem. Biophys. Res. Commun.



80.

81.

82.

83.
84.
85.
86.

87.
88.
89.
90.
91.

92.

93.

9k4.
95.

96.

97.
98.

99.
100.
101.

102.

103.
104.
105.

106.
107.

_]89_

Elving, Ph. J. and Graves, B.B.(1980) Activation Energy: Nature, Determination,
Significance. en Topics in Bioelectrochemistry and Bioenergetics vol. 3 (G. Mila-
220, ed.) pp. 1. John Wiley & Sons.

Segel, 1.H. (1974) Enzyme Kinetics. Behaviour and analysis of rapid equilibrium
and steady state enzyme systems. 957 pp. John Wiley & Sons, New York.

Morris, J.G. (1976)Fisicoquimica para biédlogos. 389 pp. Ed. Reverté, Espafia.Trad.
de la 2°edicién de E. Arnold Publ. Ltd. (1974).

Dixon, M. and Webb, E.C. (1979) Enzymes. pp. 164-182. Academic Press, New York.
Atkins, P.W. (1978) Physical Chemistry. 1018 pp. Oxford Univ. Press.
Silvius, J.R.; Read, B.D. and McElhaney, R.N. (1978) Science 199: 902.

Jain, M.H. and Wagner, R.C. (1980) Introduction to Biological Membranes. 382 pp.
John Wiley & Sons, New York.

Fourcans, B. and Jain, M.K. (1974) Adv. Lipid Res. 12: 147.
Sandermann, H. (1978) Biochim. Biophys. Acta 515: 209.

Raison, J.K. (1973) J. Bioenerg. 4: 285.

Siferiz, F.; Farias, R.N. and Trucco, R.E. (1973) Febs Lett. 32: 30.

Morrisett, J.D.; Pownell, H.J.; Plumlee, R.T.; Smith, L.C.; Zehner, Z.E.; Esfabani,
M. and Wakil, S.J. (1975) J. Biol. Chem. 250: 6969.

Esfahani, M.; Rudkin, B.B.; Cutler, C.J. and Waldron, P.E. (1977) J. Biol. Chem.
252: 3194,

Kreiner, P.W.; Keirns, J.J. and Bitensky, M.W. (1973) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
70: 1785.

Mavis, R.D. and Vagelos, P.R. (1972) J. Biol. Chem. 247: 652.

Poznansky, M.; Kirkwood, D. and Soloman, A.K. (1973) Biochim. Biophys. Acta 330:
351.

Tanford, C. (1972) The hidrophobic effect: Formation of Micelles and Biological
Membranes. Wiley-Intersciences Pub, New York.

James, R. and Branton, D. (1973) Biochim. Biophys. Acta 323: 378.

Hackenbrock, C.R.; Hochli, M. and Chau, R.M. (1976) Biochim. Biophys. Acta 455:
L466.

Wallace, B.A. and Engelman, D.M. (1978) Biochim. Biophys. Acta 508: 431.
Wang, A.Y.l. and Packer, L. (1973) Biochim. Biophys. Acta 305: 488.

Griffith, O0.H. and Jost,P.C. (1978) en Molecular Specialization and Symmetry in
Membrane Function (A.K. Solomon and M. Karnovsky, eds.) pp.31. Harvard Univ.
Press. Cambridge.

Jost, P.; Griffith, O.H.; Capaldi, R.A. and Vanderkooi, G. (1973) Biochim. Biophys.
Acta 311: 141.

Grisham, C.M. and Barnett, R.E. (1973) Biochem. 12: 2635.
Kimelberg, H.K. and Papahadjopoulos, D. (1974) J. Biol. Chem. 249: 1071.

Warren, G.B.; Toon, P.A.; Birdsall, N.J.M.; Lee, A.G. and Metcalfe, J.C. (1974)
Biochem. 13: 5501.

Steir, A. and Sackman, E. (1973) Biochim. Biophys. Acta 311: 400.
Dehlinger, P.J.; Jost, P.C. and Griffith, 0.H. (1974) Proc. Natl.Acad.Sci.71:2284.



-190-

108. Pontus, M. and Delmelle, M. (1975) Biochim. Biophys. Acta 401: 221.
109. longmuir, K.J.; Capaldi, R.A. and Dahlquist, F.w. (1977) Biochem. 16: 5746.
110. Jain, M.K. and White, H.B. (1977) Adv. Lipid Res. 15: 1.

111. Cohen-Bazire, G.; Sistrom, W.R. and Stanier, R.Y. (1957) J. Cell. Comp.
Physiol. 49: 25.

112. Baccarini-Melandri, A. and Melandri, B.A. (1971) Methods in Enzymol. 23: 556.

113. Clayton, R.K. (1963) Absorption Spectra of Photosynthetic Bacteria and their
Chlorophylls. en Bacterial Photosynthesis (H. Gest, A. San Pietro and L.P. Vernon,
eds.) pp. 495. Antioch Press. Yellow Springs. Ohio.

114. Remennikov, V.G. and Samuilov, V.D. (1979) Biochim. Biophys. Acta 546: 220.
115. Baltscheffsky, M. (1978) Photosynthetic Photophosphorylation. pp. 595 en (2)

116. Horio, T.; Nishikawa, K.; Katsumata, M. and Yamashita, J. (1965) Biochim.
Biophys. Acta. 94: 371.

117. Leiser, M. and Gromet-Elhanan, Z. (1975) J. Biol. Chem. 250: 84.

118. Keister, D.L. and Minton, N.J. (1971) Arch. Biochem. Biophys. 147: 330.
119. Avron, M. (1960) Biochim. Biophys. Acta 40: 257.

120. Sugino, Y. and Miyoshi, Y. (1964) J. Biol. Chem. 239: 2360.

121. Gould, J.M.; Cather, R. and Winget, G.D. (1972) Anal. Biochem. 50: 540.
122. Taussky, H. and Shorr, E. (1953) J. Biol. Chem. 323: 675.

123. Casadio, R.; Baccarini-Melandri, A. and Melandri, B.A. (1974) Eur.J. Biochem.
47: 121.

124, Schuldiner, Sh.; Padan, E.; Rottenberg, H.; Gromet-Elhanan, Z. and Avron, M.
(1974) Febs Lett. 49: 174,

125. Pick, U. and McCarty, R.E. (1980) Methods in Enzymol. 69: 538.
126. Hauska, G. (1980) Methods in Enzymol. 69: 649.

127. Zaugg, W.S. (1964) J. Biol. Chem. 239: 3964.

128. Hauska, G. (1977) Artificial Acceptors and Donors. pp. 253 en (1).

129. Gromet-Elhanan, Z. (1977) Electron Transport and Photophosphorylation in
Photosynthetic Bacteria. pp. 637 en (1).

130. Hauska, G. (1972) Febs Lett. 28: 217.

131. Fasman, G.D. (ed.) (1976) Handbook of Biochemistry and Molecular Biology. 3rd
ed. Physical and Chemical Data. vol. 1. 552 pp. CRC Press.

132. Oelze, J. and Drews, G. (1972) Biochim. Biophys. Acta 265: 209.

133. Del Valle-Tascon, S. Van Grondelle, R. and Duysens, L.N.M. (1978) Biochim.
Biophys. Acta 504: 26.

134. Smith, W.R. Jr.; Sybesma, C.; Lithfield, W.J. and Dus, K. (1973) Biochem. 12:
2665,

135. Giersch, C. (1981) Biochem. Biophys. Res. Commun. 100: 666.

136. Palmieri, F.; Quagliariello, E.; Siliprandi, N. and Slater, E.C. (eds.) (1981)
Vectorial Reactions in Electron and lon transport in Mitochondria and Bacteria.
429 pp. Elsevier-North Holland Biomed. Press, Amsterdam.

137. McCarthy, J.E.G. and Ferguson, S.J. (1981) The relationship of the protonmotive
force to the thermodynamics and kinetics of ATP synthesis in bacterial systems.



-191-

pp. 349 en (136).

138. Kayalar, C.; Rosing, J. and Boyer, P.D, (1976) Biochem. Biophys. Res. Commun.
72: 1153,

139. Cantley, L.C. and Hammes, G.G. (1973) Biochem. 12: 4900.

140. Avron, M.; Krogmann, D.W. and Jagendorf, A.T. (1958) Biochim. Biophys. Acta.
30: 144, '

141. McCarty, R.E.; Fdhrman, J.S. and Tsuchiya, Y. (1971) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 68: 2522,

142. Telfer, A. and Evans, M.C.W. (1972) Biochim. Biophys. Acta 256: 625.
143. Portis, A.R.Jr. and McCarty, R.E. (1974) J. Biol. Chem. 249: 6250.

144, Portis, A.R.Jr.; Magnusson, R.P. and McCarty, R.E. (1975) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 64: 877.

145. Schlodder, E.; Gr&ber, P. and Witt, H.T. (1982) Mechanism of phosphorylation
in Chloroplasts. pp. 107 en (4).

146. Johansson, B.C.;Baltscheffsky, M.; Baltscheffsky, H.; Baccarini-Melandri, A.
and Melandri, B.A. (1973) Eur. J. Biochem. Lo: 109.

147. Baltscheffsky, M. and Lundin, A. (1979) Flash-induced increase of ATPase
activity in Rhodospirillum rubrum chromatophores. en Cataion Flux Across
Membranes (L. Packer and Y. Mukohata, eds.) pp. 209. Academic Press. New York.

148. McCarty, R.E. and Fagan, J. (1973) Biochem. 12: 1503.

149. Weiss, M.A. and McCarty, R.E. (1977) J. Biol. Chem. 252: 8007.

150. Andreo, C.S. and Vallejos, R.H. (1976) Biochim. Biophys. Acta 423: 590.
151. Vallejos, R.H. and Andreo, C.S. (1976) Febs Lett. 61: 95.

152. Oliver, D. and Jagendorf, A.T. (1976) J. Biol. Chem. 251: 7168.

153. Marchant, R.H. and Packer, L. (1963) Biochim. Biophys. Acta 75: 458.

154. Ferguson, S.J.; Lloyd, W.J. and Radda, G.K. (1975) Eur. J. Biochem. éﬂ: 127.
155. Ferguson, S.J. (1977) Biochem. Soc. Trans. 5: 1281.

156. Ebel, R.E. and Lardy, H.A. (1975) J. Biol. Chem. 250: 191.

157. Adolfsen, R. and Moudrianakis, E.N. (1976) Arch.Biochem.Biophys. 172: 425.
158. Kayalar, C.; Rosing, J. and Boyer, P.D. (1977) J. Biol. Chem. 252: 2486.
159. Choate, G.L.; Hutton, R.L. and Boyer, P.D. (1979) J. Biol. Chem. 254: 286.
160. Hackney, D.D. and Boyer, P.D. (1978) J. Biol. Chem. 253: 3164,

161. Kaiser, |. (1980) Der Einfluss der Temperatur auf die Ausbildung des
Photosynthese apparates bei Rhodospirillum rubrum und Rhodopseudomonas sphae-
roides. Tesis. 102 pp. Fakult¥t fUr Biologie der Albert-Ludwig-Universitdt zu
Freiburg i. Br. Rep.Federal de Alemania.

162. Kaiser, |. and Oelze, J. (1980) Arch. Microbiol. 126: 195.

163. Melchior, D.L. and Steim, J.M. (1976) Ann. Rev. Biophys. Bioenerg. 5: 205.
164. Ayala, J.; Nieto, M.; Carreira, J. and Mufioz, E. (1976) Eur.J. Biochem.66: 43.
165. Madden, T.D. and Quinn, P.J: (1979) Febs Lett. 107: 110.

166. Nishimura, M. (1962) Biochim. Biophys. Acta 57: 96.




-192-

167. Van Ginkel, G. and Fork, D.C. (1981) Photobiochem. Photobiophys. 2: 239.

168. Hochman, J.H.; Schindler, M.; Lee, J.G. and terguson-Miller, S. (1982) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 79: 6866.

169. Baccarini-Melandri, A.; Melandri, B.A. and Hauska, G. (1979) J. Bioenerg.
and Biomem, 11: 1.

170. Keister, D.L. and Minton, N.J. (1969) Proc. Nat. Acad. Sci.USA 63: 489.

171. Turner, J.F.; Black, C.C. and Gibbs, M. (1962) J. Biol. Chem. 237: 577.

172. Sakarai, M.; Nishimura, M. and Takamiya, A. (1965) Plant Cell Physiol. 6: 309.
173. Shen, Y.K. and Shen, G.M. (1962) Scientia Sinica (Peking) 11: 1097.

174. Kahn, J.S. (1962) Arch. Biochem. Biophys. 98: 100.
175. Holt, S.C. and Marr, A.G. (1965) J. Bacteriol. 89: 1402.

176. Boyer, P.D. (1977) Ann. Rev. Biochem. L6: 957.

177. Baccarini-Melandri, A.; Casadio, R. and Melandri, B.A. (1981) Electron transfer,
proton translocation and ATP synthesis in Bacterial Chromatophores. Curr.
Top. Bioenerg : 197.

178. von Stedingk, L.V. and Baltscheffsky, H. (1966) Arch. Biochem. Biophys. 117: 400,
179. Scholes, P.; Mitchell, P. and Moyle, J. (1969) J. Eur. Biochem. 8: 450.
180. Cirillo, V.P. and Gromet-Elhanan, Z. (1981) Biochim. Biophys. Acta 636: 24k,

181. Wraight, C.A.; R.J. Cogdell and Chance, B. (1978). lon transport and
electrochemical gradients in photosynthetic bacteria. pp. 471. en (2).

182. Melandri, B.A. (1977) The High energy state. pp. 358. en (1).
183. Leiser, M. and Gromet-Elhanan, Z. (1974) Febs. Lett. 43: 267.

184, Prince, R.C. and Dutton, P.L. (1978) Protonation and the reducing potential
of the primary electron acceptor. pp. 439 en (2).

185. Geller, D.M. and Lipmann, F. (1960) J. Biol. Chem. 235: 2478.

186. Smith, L. and Baltscheffsky, M. (1956) Fed. Proc. Fed. Am. Soc. Exp. Biol.
15: 357.

187. Smith, L. and Baltscheffsky, M. (1959) Biochem. J. 234: 1575
188. Petty, K.M. and Dutton, P.L. (1976) Arch. Biochem. Biophys. 172: 346.
189. Gromet-Elhanan, Z. (1970) Biochim. Biophys. Acta 223: 174.

190. Good, N.E. (1977) Uncoupling of electron trasnport from phosphorylation in
chloroplasts. pp. 429 en (1).

191. Harris, D.A.; Rosing, J.; van de Stadt, R.J. and Slater, E.C. (1973) Biochi
Biophys. Acta. 314: 149,

192. Kozlov, |.A. and Skulachev, V.P. (1977) Biochim. Biophys, Acta. 463: 29.

193. Melandri, B.A.; Baccarini-Melandri, A. and Fabbri, E. (1972) Biochim. Biophys.
Acta. 275: 383.

194, Baccarini-Melandri, A.; Fabbri, E. and Melandri, B.A. (1975) Biochim. Biophys.
Acta. 376: 82.

195. Edwards, P.A. and Jackson, J.B. (1976) Eur. J. Biochem. 62, 7-14.



196.
197.
198.
199.

200.
201.

202.

203.
204.

205.
206.
207.

208.

< se

Webster, G.D. and Jackson, J.B. (1978) Biochim. Biophys. Acta 503: 135.
Hangarter, R.P. and Good, N.E. (1982) Biochim. Biophys. Acta. 681: 397.
Slooten, L. and Sybesma, Ch. (1976) Biochim. Biophys. Acta. 449: 565.

Kerber, N.L. (1978) Mecanismo de la fotofosforilacién en bacterias fotosin-
téticas-Fotoinhibicion por PMS en Rhodospirillum rubrum. Tesis.Fac. Ciencias
Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Kerber, N.L.; Pucheu, N.L. and Garcia, A.F. (1978) Febs. Lett. 94 (2): 265.

Kerber, N.L.; Pucheu, N.L. and Garcfa, A.F. (1978) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 81: 667.

Pucheu, N.L.; Kerber, N.L. and Garcia, A.F. (1979) Arch. Microbiol. 120: 283.

Slooten, L. and Branders, C. (1979) Biochim. Biophys. Acta. 545: 79.
Slooten, L. and Nuyten, A. (1981) Biochim. Biopkys. Acta. 638: 305.

Slooten, L. and Nuyten, A. (1981) Biochim. Biophys. Acta. 638: 313.
Melandri, B.A. ahd Baccarini-Mélandri, A. (1976) J. Bioenerg.8: 109.

Epstein, |.R., Kustin, K.; De Kepper, P. y Orban, M. (1983) Reacciones quimicas
‘oscilantes. Investigacién y Ciencia (ed. en espaiol de Sci. Am.) 80: 82.

Baccarini-Melandri, A.; Fabbri, E. Firstater, E. and Melandri, B.A. (1975)
Biochim. Biophys. Acta 376: 72



	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	Abreviaturas
	Capítulo I. Introducción 
	Capítulo II. Materiales y Métodos
	Capítulo III. Inhibición irreversible de la fotofosforilación originada durante el curso de la reacción de fotofosforilación mediada por PMS a baja tempreratura
	IV. Estudio de los gráficos de Arrhenius de las actividades de ATPasa y de fotofosforilación en cromatóforos 
	V. Descripción de un fenómeno de inhibición transitoria en la fase pre-estado estacionario en la actividad ATPásica de cromatóforos
	VI. Resumen y Conclusiones
	VII. Bibliografía

